Analysis of microRNA expression in Giant Cell Tumor: identification of targets with a potential biomarkers role by Quattrini, Irene <1979>




DOTTORATO DI RICERCA IN 
 









Analisi di espressione di microRNA in tumore a cellule 











Coordinatore Dottorato:        Relatore: 
 













                                                                                                                       Pagina                              
1 – Introduzione  1 
1.1  Tumore a Cellule Giganti 1 
             1.1.1  Aspetti clinico-isto-patologici 1 
             1.1.2  Aspetti biologici-metabolici 6 
             1.1.3  Il circolo vizioso 12 
       1.2  I MicroRNas 16 
 1.2.1  Identificazione e classificazione 16 
             1.2.2  Biogenesi ed attività dei microRNAs 18     
             1.2.3  MicroRNAs e cancro  19 
 2 - Scopo della tesi 23 
 3 - Materiali e metodi  25 
       3.1  Fase 1 25  
             3.1.1  Casistica 25 
             3.1.2  Estrazione RNA 28 
             3.1.3  Analisi dell’espressione dei miRNA mediante microarray  29 
             3.1.4  Retrotrascrizione e RealTime PCR: validazione dell’espressione      
                       del miR-136 30 
             3.1.5  La validazione del metodo 2
-ΔΔCT
   32 
             3.1.6 Predizione bioinformatica dei geni target del miR-136 32 
             3.1.7  Retrotrascrizione e RealTime PCR: validazione dell’espressione        
                      dei geni target del miR-136  33  
      3.2  Fase 2 35 
             3.2.1  Estrazione proteica e Western Blot 35 
             3.2.2  Immunoistochimica su TMA 36 
             3.2.3  Analisi statistica 43  
4 – Risultati 44 
      4.1  Fase 1 44 
             4.1.1  Analisi dei livelli di espressione di miRNA mediante RealTime PCR 44 
             4.1.2  Predizione dei target del miR-136 mediante analisi bioinformatica 46 
              4.1.3  Espressione dei geni target mediante RealTime PCR 46 
             4.1.4  Analisi dell’espressione delle proteine target  49 
     
      4.2  Fase 2 49 
            4.2.1  Analisi di popolazione  49 
            4.2.2  Analisi di immunoistochimica su TMA 51 
5 – Discussione  67 









































1 - Introduzione 
1.1 Tumore a Cellule Giganti 
 
1.1.1 Aspetti clinico-isto-patologici 
Fra le tante neoplasie che possono colpire il complesso apparato scheletrico 
umano si trova il Tumore a Cellule Giganti, TCG, una neoplasia che nel 90% 
dei casi colpisce le ossa lunghe. Il TCG rappresenta circa il 5% di tutti i tumori 
ossei e il 20% di tutti i tumori di natura benigna. La sua incidenza è di circa 
1/milione/anno. 
Un tempo la denominazione tumore a cellule giganti si riferiva a diverse forme 
tumorali e non tumorali tra cui la cisti aneurismatica, il fibroma istiocitico ed il 
condroblastoma. Fino alla presentazione del lavoro di Jaffe [1] era comune la 
tendenza a dare un’eccessiva importanza alla presenza di cellule giganti in 
varie neoplasie, per questa ragione ogni tumore in cui si osservava la loro 
presenza veniva classificato come un tumore a cellule giganti, dando scarsa 
importanza alle cellule circostanti ed ai loro stadi di differenziazione; 
quest’ovvia confusione si ripercuoteva inevitabilmente sulla diagnosi e sulla 
terapia. 
Jaffe, Lichtenstein e Portis furono i primi a svalutare l’importanza della 
presenza delle cellule giganti in tutte queste lesioni, mettendo invece in rilievo 
le caratteristiche citologiche delle cellule circostanti [1]. Solo con i lavori di 
Jaffe, Schajowicz e Aegerter si cominciò a considerare le cellule giganti come 
l’aspetto meno importante nell’organizzazione del tumore; ma non va ignorato 
il fatto che nessuno degli autori prese mai una decisa posizione riguardo la 
possibile origine delle cellule giganti. 
Oggi per TCG si intende una neoplasia centrale dell’osso, probabilmente 
originata da istiociti o fibroblasti e costituita da cellule fondamentali 
mononucleate frammiste a cellule giganti polinucleate.  
Come accennato in precedenza, altre forme tumorali possono presentare questo 
tipo di cellule giganti, ma solo con ruoli marginali, forse deputate al 
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riassorbimento di stravasi ematici, depositi calcarei, sostanza ossea o 
cartilaginea: invece nel TCG ne costituiscono l’elemento fondamentale [2]. 
Questa neoplasia presenta caratteristiche cliniche, radiografiche e istologiche 
particolari. Per esempio è largamente considerata una forma benigna tuttavia 
può manifestare caratteri di aggressività biologica dando origine a recidive 
locali nel 10-25% dei casi, e nel 1-4% dei casi noti metastatizza a livello 
polmonare.  
Nel 1983 Enneking, sulla base delle caratteristiche clinico-radiologiche, 
classificò i TCG in stadio 1 (latente o inattivo), stadio 2 (attivo) e stadio 3 
(aggressivo) [3]. 
Il sesso non sembra essere una variabile incidente nello sviluppo di questa 
neoplasia poiché c’è solo una lieve prevalenza nel sesso femminile (52% 




Figura 1 - Casistica degli Istituti Ortopedici Rizzoli di Tumore a Cellule Giganti. I casi 
sono classificati in base a sesso, età e sede della lesione. 
 
Il TCG insorge più frequentemente nei giovani adulti (circa l’80% dei casi fra i 
15 ed i 30 anni); mentre sono infrequenti casi prima della pubertà (cioè prima 
che siano chiuse le cartilagini di coniugazione. 
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Per quanto riguarda la localizzazione non si può ignorare che il 90% dei casi 
colpisca le ossa lunghe e precisamente le porzioni meta-epifisarie. Nell’adulto, 
dove non c’è più la cartilagine di coniugazione, epifisi e metafisi non sono più 
separate a sufficienza per prevenire la propagazione del tumore, il quale tende 
a coinvolgerle entrambe. 
L’impressione generale è che il tumore si formi nella metafisi e poi si diffonda. 
Si può affermare questo perché esistono casi con localizzazione puramente 
metafisaria mentre non è mai stato riscontrato un caso di TCG localizzato 
esclusivamente all’epifisi. 
Le due meta-epifisi di gran lunga preferite dal tumore sono quella distale del 
femore e quella prossimale della tibia, confermando così che oltre la metà di 
tutti i TCG si trovano nel ginocchio. Seguono nell’ordine di elencazione 
l’estremità distale del radio, la prossimale del femore, la distale della tibia e la 
prossimale dell’omero [2]. 
A parte le ossa lunghe, non è raro incontrare il TCG nel sacro e nel bacino; è 
invece rarissimo nelle restanti ossa. Eccezionalmente può presentarsi come 
lesione multicentrica. 
 
I markers clinici fondamentali dei TCG sono l’età del paziente, la sede del 
tumore, la durata dei sintomi e i segni eventuali di espansione nella corticale e 
nelle parti molli. Il sintomo principale è il dolore; la frequente vicinanza del 
tumore al cavo articolare, da cui è separato solo dallo strato cartilagineo, 
comporta quasi sempre una forte limitazione della funzione articolare. Nelle 
ossa superficiali di piccolo diametro, il possibile rigonfiamento indotto dal 
tumore provoca spesso una tumefazione visibile. Il possibile assottigliamento 
della corticale rende poi facili microfratture e fratture patologiche. Nel caso che 
il tumore abbia passato la corticale espandendosi nei tessuti molli, risulta 
evidente una tumefazione elastica vascolarizzata (edema peritumorale). 
Tuttavia non è stato ancora possibile definire un risolutivo elemento 
prognostico in relazione al decorso clinico della malattia [4,5]. Anche il 
sistema di classificazione non è universalmente accettato. 
Ai raggi X è visibile con margini abbastanza definiti, ma non così chiaramente 
come in altri tumori benigni, probabilmente anche in relazione allo stadio del 
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tumore. L’immagine radiografica è caratterizzata da un’intensa osteolisi 
associata ad un progressivo aumento dell’aggressività biologica [6].  
Attraverso la TAC si rileva la solidità della massa tumorale. Con la risonanza 
magnetica nucleare si registra un segnale non omogeneo, basso in T1 ed alto in 
T2. La scintigrafia ossea è utile per evidenziare eventuali lesioni metastatiche 
prima che diventino evidenti ai raggi X. 
Per quanto riguarda l’aspetto macroscopico, il tumore non alterato, è compatto, 
friabile, di colore bruno rossastro o bruno chiaro, uniformemente 
parenchimatoso e molle. Non vi è traccia di calcificazioni all’interno del 
tumore; generalmente il tessuto può essere percorso da venature biancastre 
(espressione di fibrosi cicatriziale secondaria a fenomeni regressivi delle 
cellule tumorali) o presentare delle aree giallastre (dovute ad accumulo 
lipidico) o rossastre (zone emorragiche). In altre aree il tumore può presentare 
segni di necrosi [2].  
Per quanto riguarda l’aspetto istologico, nella sezione possiamo identificare 
una fitta popolazione di cellule mononucleate di media grandezza, 
rotondeggianti o fusate, ed un gran numero di cellule giganti polinucleate simili 
ad osteoclasti (anche 50-100 nuclei raccolti al centro) con ampie porzioni 
citoplasmatiche talora vacuolate. Questi nuclei non differiscono 
morfologicamente da quelli delle cellule mononucleate. Non sono rare fibre 
reticolari e collagene, presenti in percentuali diverse a seconda dei casi. 
I vasi sanguigni sono numerosi, spesso in forma di ampi sinusoidi [7]. Come 
conseguenza di eventi emorragici sono reperibili anche cristalli di emosiderina 
e accumuli di cellule schiumose [2].  
Goldring et al. ottennero risultati significativi in seguito allo studio di colture 
cellulari di TCG identificando le diverse popolazioni cellulari che costituiscono 
questo tipo di neoplasia [8]. Il primo importante risultato ottenuto da Goldring 
et al. riguarda le cellule giganti che hanno la tendenza a scomparire dalla 
coltura: anche arricchendo il terreno non si riesce ad aumentarne la 
sopravvivenza. Questo fatto induce a considerare le cellule giganti come 
elemento non propriamente neoplastico. 
Burmester et al. sono del parere che le cellule polinucleate derivino da una 
delle due popolazioni di cellule mononucleate presenti nel tumore, 
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precisamente da quelle di forma rotondeggiante [9]. Queste ultime, che come le 
cellule giganti tendono a scomparire dalla coltura, presentano caratteristiche 
morfologiche e antigeniche (esprimono l’antigene CD68) [10,11] proprie della 
famiglia dei monociti-macrofagi, sono infatti reattive ad uno specifico 
anticorpo per gli antigeni della serie monocitica. Le cellule giganti, pur non 
dando reattività all’anticorpo, come d’altra parte molti macrofagi presenti nei 
vari tessuti dell’organismo, hanno nel loro citoplasma enzimi comuni alla 
maggior parte dei macrofagi stessi (fosfatasi acida, beta-glucoronidasi) [12]. 
Quindi queste cellule monocita-simili possono essere considerate come le 
potenziali progenitrici delle cellule giganti. 
Goldring et al., rivelando la presenza sulle cellule giganti di recettori per 
l’ormone calcitonina, considerato un marker tipico per l’identificazione degli 
osteoclasti, hanno dimostrato un’altra possibile origine e ruolo di queste cellule 
nel tumore [8]. 
L’origine degli osteoclasti stessi è a sua volta oggetto di discussione. Infatti 
mentre Burger et al. sostengono che la fusione di più macrofagi sia alla base 
della loro formazione [13], Horton et al. sono certi che esse derivino da una 
stirpe di cellule ematopoietiche fondamentali diverse da quelle progenitrici 
delle cellule convenzionali del sangue come i macrofagi [14]. Secondo l’autore 
i macrofagi e gli osteoclasti, pur avendo caratteristiche morfologiche e 
citochimiche in comune, quali l’attività di fagocitare e la tendenza a fondersi 
per formare dei policarionti, presentano differenze fondamentali [15]. Infatti gli 
osteoclasti oltre a non avere alcuni antigeni propri dei macrofagi [15], sono 
capaci di riassorbire l’osso [16] e sono suscettibili a ormoni che inibiscono il 
riassorbimento dell’osso quali la calcitonina, tutti aspetti mai riscontrati nei 
macrofagi [16-21]. 
Per quanto riguarda la seconda popolazione di cellule mononucleate presenti 
nei TCG, esse sono di forma fusata ed hanno aspetto morfologico simile ai 
fibroblasti; è importantissimo sottolineare il fatto che queste cellule sono le 
uniche a proliferare a lungo in coltura e perciò si pensa che probabilmente 
rappresentino l’elemento neoplastico del TCG. La morfologia fibroblastica e 
l’assenza di antigeni specifici dei monociti-macrofagi suggerisce che queste 
cellule siano cellule stromali del tessuto connettivo. 
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Sembra quindi ormai assodato il ruolo non neoplastico delle cellule giganti: il 
loro compito potrebbe essere esclusivamente quello di creare lo spazio 
necessario all’espansione tumorale. Meno chiara è invece la loro origine che 
costituisce ancora materia di studio.  
Il decorso della malattia TCG non è prevedibile: se il paziente non viene 
sottoposto a trattamento, nella maggioranza dei casi il tumore impiega tra i due 
e i sei mesi per raddoppiare la sua massa. Eccezionalmente la massa tumorale 
può arrestare la sua crescita e andare in contro a necrosi o fibrosi [22,23]. La 
classificazione istologica non ha valore ai fini prognostici e la possibilità di 
recidive locali dipende sia dalla prognosi che dal tipo di trattamento effettuato 
sul paziente. La casistica è rappresentata per il 10% da tumori allo stadio 1, per 
il 60 % allo stadio 2 e per il restante 30% allo stadio 3. Circa il 2-3% dei casi 
sono metastatici; le trasformazioni verso il fenotipo maligno sono spontanee 
nell’1% dei pazienti ed indotte da radiazioni nel 5-15%.  
La rarità del tumore costituisce un limite intrinseco al fine della costituzione di 
una statistica valida. 
Il trattamento è essenzialmente chirurgico e prevede l’asportazione della massa 
tumorale e di un margine di tessuto sano circostante. La percentuale di recidiva 
è del 10-15% in caso di somministrazione di terapia adiuvante e del 15-20% 
senza terapia adiuvante. 
Per lesioni di stadio 3, con una massiva distruzione dell’osso e diffuse fratture 
patologiche, è necessaria l’amputazione dell’arto. La radioterapia è utilizzata 
come adiuvante post-chirurgico in caso di localizzazioni difficoltose del 
tumore. Recentemente alcune linee di ricerca, basandosi sulle caratteristiche 
osteoclastiche delle cellule giganti, utilizzano i bifosfonati inibendo così 




1.1.2 Aspetti biologici-metabolici 
L’osso è un tessuto metabolicamente molto attivo, soggetto a continui processi 
di formazione e riassorbimento; le popolazioni cellulari maggiormente 
rappresentative di tale processo sono osteoblasti ed osteoclasti.  
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Gli osteoblasti sono cellule ad attività secernente e producono le componenti 
organiche della matrice ossea [26]; originano da precursori stromali che si 
trovano nel midollo ed il loro sviluppo si verifica sotto l’influsso di numerosi 
fattori tra i quali i principali sono rappresentati dal paratormone (PTH), dal 
Transforming Growth Factor β (TGF-β), dall’1,25 (OH)2D3, da prostaglandine 
(PGE2) e da estrogeni [27].  
Gli osteoclasti sono cellule di grandi dimensioni, plurinucleate (sino ad un 
centinaio di nuclei) e sono deputate al riassorbimento osseo; originano da 
precursori midollari della serie monocito-macrofagica [26].  
I fattori osteotropici come Interleuchina-1 (IL-1), IL-11, prostaglandina E2 e 
1,25-(OH)2D3 promuovono la formazione degli osteoclasti legandosi alle 
cellule stromali del midollo osseo che aumentano l’espressione del ligando per 
il recettore attivatore del fattore nucleare kB RANKL (Receptor Activator for 
Nuclear Factor kB Ligand). RANKL si lega al suo recettore RANK presente 
sulla superficie degli osteoclasti maturi e dei loro precursori inducendo la 
formazione e l’attivazione degli osteoclasti stessi. 
L’attività di RANKL può essere inibita dall’osteoprotegerina (OPG) [28] che 
viene prodotta da numerose popolazioni cellulari come le cellule stromali del 
midollo osseo e gli osteoblasti, il suo ruolo è quello di bloccare la 
differenziazione degli osteoclasti a partire dai loro precursori e di inibire la loro 
proliferazione legandosi a RANKL occupando così il sito di legame per RANK 
ed inibendo in tal modo il riassorbimento osseo [29]. Le normali cellule 
stromali mantengono stabile il rapporto RANKL/OPG che risulta essere 
indispensabile per il fisiologico rimodellamento osseo.  
Anche il PTH stimola l'osteoclastogenesi in maniera indiretta, agendo cioè 
sugli osteoblasti che oltre a RANKL secernono una citochina, il fattore 
stimolante le colonie dei macrofagi il Macrophage colony-stimulating factor 
(M-CSF), il quale interagisce con i macrofagi inducendoli a differenziarsi in 





Figura 2 - Meccanismo d’azione RANK-RANKL-OPG. Immagine tratta da “The 
Basics of Bone in Health and Disease”. 
 
È stato riscontrato che cellule stromali presenti in pazienti affetti da TCG 
overesprimono RANKL alterando il normale rapporto tra RANKL/OPG 
aumentando quindi il riassorbimento osseo, questo meccanismo noto anche 
come “circolo vizioso” spiega la marcata osteolisi tipica di questa neoplasia 
[30], ma costituisce anche il bersaglio di nuove terapie che limitano l’azione di 
RANKL e quindi la degradazione ossea. 
Recenti studi di citogenetica hanno evidenziato l’amplificazione della regione 
cromosomica 20q11.1 nella popolazione di cellule mononucleate [31] 
proponendo il gene TPX2 come possibile marcatore prognostico. In precedenza 
altri studi avevano messo in luce traslocazioni telomeriche, in particolare tra i 
telomeri dei cromosomi 11, 19 e 20 tali da causare forte instabilità genetica 
[32-34]. 
La sovraespressione dei protoncogeni c-jun [35] e c-myc ha suggerito un loro 
possibile ruolo nella comparsa del tumore, c-myc inoltre risulta essere 
differenzialmente espresso in relazione alla gravità della prognosi [36]; sembra 
quindi essere a tutt’oggi il primo reale marcatore prognostico del TCG.  
Osteoblasti ed osteoclasti prendono numerosi rapporti con la matrice 
extracellulare (ECM) che garantisce il normale sviluppo ed il mantenimento 
dell’architettura e della funzione dei tessuti ed è di fondamentale importanza la 
capacità delle cellule di riconoscere ed interagire con la ECM. Questa è 
coinvolta in numerosi fenomeni tra cui l’adesione cellulare, la migrazione, la 
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proliferazione e l’espressione genica [37,38]. La matrice extracellulare è 
costituita da una componente fibrillare che genera resistenza alla trazione e 
dalla sostanza fondamentale, un materiale amorfo (gel) costituito da complessi 
di proteine quali GAGs e proteoglicani (PG) in grado di trattenere acqua e di 









Figura 3- Struttura della matrice extracellulare. 
 
La componente fibrillare è principalmente costituita da fibre collagene, fibre 
elastiche e fibronectina che è una delle molecole responsabili del collegamento 
tra ECM e superficie cellulare in quanto possiede siti di attacco per il 
collagene, per i glicosaminoglicani (GAGs) e per le integrine, glicoproteine di 
membrana, permettendo così di far aderire le cellule alla ECM. L’ECM è 
quindi una struttura altamente dinamica e la sua integrità è fondamentale.  
Uno degli step iniziali dell’evento metastatico è l’invasione della ECM, un 
processo attivo che vede il distacco delle cellule tumorali dalla sede primaria, 
la loro adesione ai componenti dell’ECM e la migrazione delle cellule 
neoplastiche; in un individuo sano sono presenti diverse molecole che 
mantengono adese le cellule tra loro, una sottoregolazione di tali fattori riduce 
l’adesione cellulare facilitando il distacco delle cellule tumorali che si spingono 
nei tessuti circostanti legandosi a componenti della ECM come la laminina e la 
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fibronectina. Dopo l’attacco le cellule tumorali secernono enzimi proteolitici, 
tra cui una notevole quantità di metalloproteasi (MMPs), che favoriscono la 
degradazione della membrana basale [39], permettendo così la migrazione 
delle cellule neoplastiche.  
Le MMPs sono una famiglia di enzimi prevalentemente prodotti da cellule del 
tessuto connettivo, secreti come zimogeni nella matrice extracellulare; sono 
endopeptidasi multidominio zinco e calcio dipendenti che operano una 
specifica attività proteolitica su gran parte dei costituenti della matrice 
extracellulare. Recenti studi hanno evidenziato l’aumento di espressione di 
MMP-2 e MMP-9 in pazienti affetti da sarcoma [40], è stato inoltre rilevato 
che il loro aumento è correlato alla progressione di numerose neoplasie come il 
tumore colon rettale ed il tumore allo stomaco [41]. 
Sono state riscontrate alterazioni a livello del sistema dell’attivatore 
urochinasico del plasminogeno, il quale include u-PA (urokinase Plasminogen 
Activator), il suo recettore u-PAR (urokinase Plasminogen Activator Receptor) 
ed il suo inibitore PAI-1 (Plasminogen Activator  Inhibitor 1) [42]. Il sistema 
uPA è coinvolto in un ampio spettro di processi biologici quali fibrinolisi, 
infiammazione, formazione della placca aterosclerotica, rimodellamento della 
matrice durante la cicatrizzazione delle ferite, invasione tumorale, angiogenesi 
e metastasi [43]. 
Il legame dello zimogeno pro-uPA al suo recettore uPAR sull’estremità in 
avanzamento delle cellule in migrazione e la conseguente attivazione di uPA 
provoca l’inizio di una cascata proteolitica che determina la conversione del 
plasminogeno in plasmina (Figura 4). La plasmina è dotata di attività 
proteolitica ed è quindi in grado di degradare un’ampia serie di componenti 
della membrana basale extracellulare come fibrina e fibronectina, attivare 
fattori di crescita latenti come TGF-β ed altri enzimi tra cui le MMPs [44]. 
Numerosi dati ricavati da sistemi modello, suggeriscono che il sistema uPA 
giochi un ruolo chiave nell’invasione tumorale e nel processo metastatico [45].  
In precedenza si credeva che uPA mediasse semplicemente la disseminazione 
tumorale, catalizzando la degradazione della matrice extracellulare e 












Figura 4- Modello del funzionamento del sistema uPA (tratto da Duffy MJ, Duggan C, 
Cinical Biochemistry. 2004, 37: 541-548). 
 
Dati recenti suggeriscono invece che il sistema uPA giochi un ruolo più ampio 
nel cancro e che sia coinvolto in stadi multipli nella formazione e nella 
progressione della malattia. Ad esempio è stato dimostrato che uPA può 
stimolare la proliferazione e la migrazione cellulare e modularne l’adesione. Il 
sistema uPA assume quindi un ruolo critico nella progressione tumorale e ci si 
può ragionevolmente aspettare che i livelli di espressione dei suoi componenti 
possano correlare con il potenziale metastatico e quindi con il tipo di prognosi. 
Coerentemente con il loro coinvolgimento nella progressione tumorale, uPA, 
uPAR e PAI-1 sono spesso overespressi in molte tipologie di neoplasia quali il 
tumore al seno [46,47], polmone [48], rene [49], utero ed endometrio [50-52] e 
tratto gastrointestinale [53]. In tutti questi casi un marcato aumento dei livelli 






1.1.3 Il Circolo Vizioso 
RANK, RANKL ed OPG sono i maggiori coordinatori del meccanismo alla 
base dell’osteoclastogenesi e sono tutti membri della super famiglia Tumor 
Necrosis Factor (TNF) [54]. 
RANK è una proteina recettoriale transmembrana che viene codificata da un 
gene che si trova sul cromosoma 18; è presente sulla superficie dei precursori 
degli osteoclasti e sugli osteoclasti maturi. Viene espresso in differenti tessuti 
ed organi (osso, midollo osseo, milza, muscolo scheletrico, cervello, cuore, 
fegato, polmone, ghiandola mammaria, cute); in particolare, nel tessuto osseo, 
l’attivazione di RANK è fondamentale nel processo di differenziazione degli 
osteoclasti. L’attivazione di RANK è iniziata dal legame con il suo ligando, 
RANKL: l’attivazione trasmette il segnale tramite il secondo messaggero TNF 
Receptor Associated Factor 6 (TRAF6) [55], che provoca l’attivazione del 
sistema nuclear factor (NF)-κB; questo, traslocando nel nucleo promuove la 
trascrizione dei geni fondamentali nei processi di proliferazione e di 
differenziazione degli osteoclasti [56]. 
RANKL è una proteina codificata da un gene che si trova sul cromosoma 13; è 
un potente fattore osteoclastogenico che, in presenza di M-CSF, induce la 
formazione e l’attivazione degli osteoclasti [57]. Viene prodotto da diversi 
istotipi, osteoblasti, osteociti, cellule stromali del midollo osseo e da cellule T 
attivate. Da diversi studi inoltre emerge che le cellule tumorali sono in grado di 
produrre RANKL. 
Alcuni autori suggeriscono sia una proteina transmembrana, altri che si trovi 
ancorata alla superficie esterna della membrana cellulare. La tesi più 
accreditata vede che ci siano 3 diverse forme di tale proteina, 2 forme clivate in 
modo diverso con localizzazione transmembrana, ed una clivata che diviene 
solubile (sRANKL) [58].  
RANKL non partecipa solo all’osteoclastogenesi ma è anche un fattore di 
sopravvivenza per le cellule dendritiche [59] ed è coinvolta, forse come 
promuovente, nella risposta immunitaria delle cellule T [60], la cui attivazione 
induce l’espressione del gene per RANKL e va ad incrementare quindi 
l’osteoclastogenesi e la conseguente osteolisi. 
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La forma solubile di RANKL è quella biologicamente più attiva ed è possibile 
dosarla nel siero. Vi sono studi a favore della teoria che tale forma solubile 
derivi dal clivaggio della forma transmembrana ad opera di metallo proteinasi 
(MMP), in particolare MMP-14, MMP-7 e A-Disintegrin-And-
Metalloproteinase (ADAM) [61-63]. Non è ancora del tutto chiaro quale sia la 
forma che promuove realmente il riassorbimento osseo, autori sostengono sia 
quella solubile, autori sostengono che entrambi siano attive [58]. Diversi studi 
hanno dimostrato che le cellule T attivate e le cellule mononucleate di forma 
fusata simile a fibroblasti, che costituiscono il pattern tumorale del TCG, sono 
in grado di secernere sRANKL [64]. 
OPG è un decoy receptor, un recettore esca, codificato da un gene sul 
cromosoma 8. E’ una proteina solubile secreta dagli osteoblasti e cellule 
stromali del midollo osseo che si lega a RANKL impedendone il legame a 
RANK. 
L’espressione di OPG è contrapposta a quella di RANKL, quindi il suo 
aumento determina un’inibizione dell’osteoclastogenesi. La sua produzione è 
favorita da diversi fattori come estrogeni, calcitonina, Platelet-derived growth 
factor (PDGF) e Ca
2+
 [65]. 
In condizioni fisiologiche i livelli di RANKL e di OPG circolanti sono 
piuttosto compensati e garantiscono un meccanismo ottimale di deposizione e 
riassorbimento. In ambito tumorale vari fattori intervengono a creare uno 
squilibrio, ed in particolare nel TCG si verifica una massiva osteolisi che viene 
spiegata dal meccanismo che prende il nome di circolo vizioso e che vede 
l’attiva partecipazione di osteoblasti, osteoclasti e cellule tumorali. 
Le cellule tumorali producono fattori solubili come il PTH, il Peptide correlato 
al Paratormone (PTHrP), citochine come IL-1α e IL-6, prostaglandina E2, 
vitamina D3 e fattori di crescita che stimolano la produzione di RANKL da 
parte degli osteoblasti maturi e dai loro precursori. Molti autori avanzano 
l’ipotesi che le cellule tumorali stesse siano in grado di produrre RANKL [64]. 
RANKL solubile e/o legato, si lega al suo recettore RANK, sulla superficie 
degli osteoclasti, attivando diversi fattori e vie di trasduzione che innescano 




Il primo fattore che viene ad essere attivato è la proteina TRAF6 [55] la quale a 
sua volta è in grado di indurre l’attivazione di diversi pathways e fattori come 
c-src che è in grado di attivare gli osteoclasti ed inibire gli osteoblasti. 
TRAF6 è inoltre in grado di attivare la Fosfolipasi C (PLC) che mediante i 
secondi messaggeri Inositolo 3 fosfato (IP3) e Diacilglicerolo (DAG), 
determina il rilascio di ioni Ca
2+
 dai depositi intracellulari stimolando così 
l’attivazione di fattori di trascrizione che promuovono le tappe finali 
dell’osteoclastogenesi; uno dei geni la cui trascrizione viene attivata è il gene 
nFATc1, un potente fattore di trascrizione che promuove le tappe finali 
dell’osteoclastogenesi [66]. 
Un importante fattore di crescita che viene attivato è il Nuclear Factor-KappaB 
(NFkB) [67], che si libera dal suo repressore IKB e dal citoplasma migra nel 
nucleo dove induce la trascrizione di molteplici geni in grado di inibire 
l’apoptosi degli osteoclasti promuovendone la loro sopravvivenza, è in grado 
inoltre di stimolare la differenziazione dei precursori degli osteoclasti ad 
osteoclasti maturi e l’attivazione di quelli maturi. 
Il legame di RANKL a RANK vede anche l’attivazione della via della 
Mitogen-activated protein kinases (MAPK) che fosforila c-fos attivandolo e 
quindi dando il via alla trascrizione di geni che favoriscono la replicazione 
degli osteoclasti [68]. 
Gli osteoblasti secernono IL-6 che oltre ad essere un fattore pro-angiogenico, 
in grado quindi di aumentare il potenziale aggressivo del TCG, riesce ad 
attivare NFKB in maniera del tutto indipendente da RANK e RANKL. Alti 
livelli di IL-6 sono stati riscontrati anche in pazienti con metastasi ossee [69]. 
L’attivazione di questi segnali vede quindi un drammatico aumento degli 
osteoclasti che erodono massivamente il tessuto osseo determinando anche il 
rilascio di vari fattori dalla matrice ossea in grado anch’essi di attivare e 
potenziare il reclutamento e l’attivazione degli osteoclasti e l’osteolisi con una 
sorta di meccanismo a feed back positivo. Tra questi fattori si trova il TGF-β 
[70] che partecipa alla differenziazione dei precursori degli osteoblasti ad 
osteoblasti maturi che si traduce in maggiori quantitativi di RANKL prodotto. 
Altri fattori di crescita liberati dall’azione osteolitica sono le Bone 
Morphogenetic Proteins (BMP) che con i loro recettori BMPR, tutti 
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appartenenti alla famiglia del TGF-β, partecipano alla differenzazione degli 
osteoclasti con un meccanismo sinergico a RANKL. L’azione di BMP, detta 
anche sialoproteina 2, unita a quella di RANKL aumenta quindi la 
sopravvivenza degli osteoclasti e determina la riduzione dell’attività apoptotica 
nei confronti degli osteoclasti stessi attivando il pathway di AKT [71]. 
La matrice ossea inoltre è ricca di Insuline-Like Growth Factor (IGF) che, 
rilasciato nell’ambiente extracellulare, può agire sulle cellule tumorali 
inducendone la proliferazione e inibendone l’apoptosi. E’ noto inoltre che lo 
stesso fattore viene secreto dalle cellule tumorali che, in tal modo, auto 
sostengono la loro proliferazione [72]. 
Inoltre nel caso del TCG è stato visto che le cellule stromali producono diversi 
fattori in grado di aiutare gli osteoclasti a maturare e attivarsi, tra questi fattori 
si trova il TNF-α, una citochina che determina una sovra-produzione di 
RANKL e quindi un potenziamento del meccanismo osteolitico ed inoltre 
recluta cellule del sistema immunitario quali le cellule T che aumentano la 
produzione di RANKL e sRANKL. 
Inoltre il TNF-α attivando le cellule immunitarie determina un aumento della 
produzione di IL-6 [73] che a sua volta aumenta la proliferazione delle cellule 
stromali e ne bloccano l’apoptosi, ed in particolare l’IL-6 sembra anche un 
potente stimolo pro-angiogenico. 
In conclusione da una parte le cellule neoplastiche rilasciano fattori che 
stimolano l’assorbimento osseo, dall’altra la degradazione della matrice ossea 
determina il rilascio di molecole e fattori di crescita che promuovono la 
proliferazione delle cellule tumorali. Si instaura così il circolo vizioso (Figura 
5) in cui alla progressione dell’osteolisi corrisponde l’aumento del numero 






Figura 5 – Circolo vizioso. Immagine tratta da “ RANK/RANKL/OPG: new 
therapeutic targets in bone tumors and associated osteolysis”. 
 
 
1.2 - I microRNAs 
1.2.1 – Identificazione e classificazione 
Nel 1981, durante uno studio loss-of function in C.Elegans, fu scoperto che le 
mutazioni del gene lin-4 comportavano una sintesi continua della cuticola della 
larva quindi, insieme ai geni lin-14, lin29 e lin-28, lin-4 fu classificato un gene 
capace di controllare temporalmente gli eventi dello sviluppo post-embrionale 
dell’animale.  
Ruvkun e collaboratori trovarono che le delezioni nella regione 3’-UTR 
dell’mRNA di lin-14 portavano ad un anormale accumulo della proteina negli 
stati larvali tardivi, suggerendo l’esistenza di un elemento regolatore nella 
regione 3’-UTR di lin-14 [76]. Dato che lin-4 provocava una bassa espressione 
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della proteina di lin-14, gli autori ipotizzarono che il prodotto del gene lin-4 
poteva agire come fattore trans-agente legandosi alla regione 3’-UTR di lin-14 
provocandone l’inibizione. 
Più tardi, due studi indipendenti confermarono che lin-4 non codificava per una 
proteina bensì per due piccoli trascritti di circa 22-61 nucleotidi contenenti 
sequenze complementari alla regione 3’-UTR del trascritto di lin-14. In questo 
modo lin-4 controllava temporalmente la traduzione di lin-14 attraverso 
un’interazione post-trascrizionale RNA:RNA antisenso. Diversi anni dopo fu 
identificato, sempre in C.Elegans, anche il gene let-7 che agisce con lo stesso 
meccanismo di lin-4, andando a regolare target diversi. Infine tre gruppi di 
ricerca differenti isolarono molti small-RNAs con le stesse caratteristiche di 
lin4 e let-7, in sistemi cellulari ed in organismi diversi compreso l’uomo, 
portando così alla luce l’esistenza di una grande classe di small-RNAs con un 
potenziale ruolo di regolatori, che a causa delle loro piccole dimensioni furono 
chiamati microRNAs (miRNAs) [77]. 
I miRNAs fanno parte di una categoria più ampia di small-RNAs chiamata 
noncoding RNA (ncRNA), composta anche da siRNA, tncRNA, e snRNA, 
tutte molecole di RNA che non codificano per delle proteine poiché vengono 
trascritte da regioni intergeniche sul cromosoma. Di fatto, almeno il 50% dei 
miRNAs, nei mammiferi, sono intragenici: il 40% è localizzato negli introni 
dei geni codificanti per le proteine mentre il 10% sta negli introni dei trascritti 
primari di RNA.  
Il resto dei miRNAs è invece rappresentato da unità indipendenti di trascritti 
con specifici core di elementi promotori e segnali di poliadenilazione [78]. In 
particolare, negli ultimi anni, i miRNA hanno conosciuto un grande sviluppo in 
quanto sono stati riconosciuti come importanti elementi di regolazione genica 
attraverso la degradazione dell’mRNA, l’inibizione della sintesi proteica o 
alcuni meccanismi basati sul silenziamento della cromatina in diversi 







1.2.2 Biogenesi ed attività dei microRNAs 
I miRNAs sono piccoli RNA a singolo filamento di circa 21-23 nucleotidi di 
lunghezza, mentre normalmente un mRNA varia dai 2000 ai 5000 nucleotidi.  
I geni dei miRNAs sono trascritti da una RNA polimerasi II in un trascritto 
primario chiamato pri-miRNA che possiede un CAP al 5’ ed una coda 
poliadenilata al 3’. La lunghezza di un pri-miRNA non è ben definita ma si 
pensa sia di centinaia di nucleotidi. I pri-miRNAs vengono processati nel 
nucleo da Drosha, una RNasi di tipo III aiutata da una ds-RNA binding protein 
(DGCR8), il prodotto del taglio che ne deriva è un precursor miRNA definito 
pre-miRNA [80]. 
Il pre-miRNA è lungo circa 70-90 nucleotidi e con una struttura secondaria 
“hairpin” e di tipo stem-loop, in cui i due bracci dello stem possono non essere 
totalmente complementari. I pre-miRNAs sono caratterizzati da una sporgenza 
di due nucleotidi al 3’ e vengono trasportati nel citoplasma con l’ausilio di 
un’esportina, l’esportina 5 e del cofattore Ran-GTP. Nel citoplasma sono 
ulteriormente processati alla base dello stem-loop da Dicer, una ribonucleasi 
della famiglia delle RNasi III insieme al ds-RNA binding partner (TRBP), e 
vengono quindi rilasciati come corti frammenti di RNA a doppio filamento di 
circa 22 nucleotidi (miRNA duplex). Ogni duplex contiene il filamento di 
miRNA maturo (5’-3’) e un frammento miRNA* (3’-5’) complementare al 
primo. I due nucleotidi al 3’ del duplex miRNA:miRNA* vengono riconosciuti 
dalla proteina Ago2, reclutata da TRBP, che guida il duplex 
nell’incorporamento in un complesso RISC (RNA induced silencing complex) 
[81] che si attiva consequenzialmente allo svolgimento del duplex. 
Successivamente il filamento miRNA* viene degradato nel citoplasma mentre 
il filamento miRNA maturo guida il complesso RISC verso l’mRNA target 
(Figura 6). Il riconoscimento tra un miRNA e il suo mRNA target avviene tra 
l’estremità 5’ del miRNA (detta “seed region”) e la regione 3’ del target, per 
circa 2-8 nucleotidi; se l’interazione tra il miRNA e il target è quasi perfetta 
allora la regolazione è portata a termine con un processo detto RNA 
interference, nel quale il complesso RISC taglia direttamente il target; se la 
complementarietà tra miRNA e target non è perfetta, come nel caso di gran 
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parte dei mammiferi, allora la regolazione avviene con una repressione della 
traduzione, ossia un blocco nella traduzione del messaggero da parte del 
ribosoma (Figura 6) [82]. 
 
 
Figura 6 - Meccanismo per la biogenesi dei microRNAs. 
La posizione dei geni dei miRNA all’interno del genoma è particolarmente 
interessante, di fatto gran parte di essi si trovano nelle sequenze intergeniche, 
ad almeno 1 Kb dai geni conosciuti, indicando che sono trascritti 
indipendentemente da questi. Molti miRNA formano anche dei clusters 
suggerendo che potrebbero essere trascritti come un singolo filamento 
policistronico, una teoria sostenuta dal coordinamento dell’espressione dei geni 
nel cluster. 
E’ per via della non perfetta complementarietà che un singolo miRNA può 
probabilmente regolare diversi mRNA e questo rende particolarmente difficile 
la ricerca di target specifici con la conseguenza che le funzioni di molti 
miRNA sono ancora sconosciute [83]. 
 
1.2.3 MicroRNAs e cancro 
Il primo collegamento tra miRNAs e cancro fu scoperto tramite 
l’identificazione di due miRNAs specifici, il miR-15 e il miR-16 localizzati 
nella regione del cromosoma 13, che contiene un gene soppressore del tumore 
che risulta essere mutato nel 68% delle leucemie linfocitiche croniche (CLL).  
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Più tardi si scoprì che mutazioni a livello dei precursori primari di entrambi i 
miRNAs ne riducevano l’espressione, causando la sovraespressione del loro 
gene target BCL-2, un gene anti-apoptotico. 
La correlazione tra miRNAs e cancro venne poi rafforzata dal fatto che le 
posizioni dei miRNAs nel genoma non erano random, bensì erano riscontrate 
con maggior frequenza nei siti fragili dei cromosomi e nelle regioni 
cromosomiche già mappate relativamente alla presenza di un tumore [83]. 
Recenti studi bioinformatici e sperimentali affermano che il 30% dei geni 
umani sono target diretti per i miRNAs, suggerendo quindi un ruolo in quasi 
tutti i processi biologici che includono la regolazione del ciclo cellulare, la 
proliferazione, la crescita cellulare, l’apoptosi, la differenziazione e le risposte 
allo stress. Recenti analisi del genoma hanno identificato un’espressione 
sregolata dei miRNA in patologie maligne umane ed un potenziale doppio 
ruolo nella formazione dei tumori, di fatto i miRNAs possono modulare sia 
geni di pathway oncogenici, sia geni soppressori dei tumori, di cui fanno parte 
geni noti e già caratterizzati come la p53, c-Myc, RAS e BCR-ABL, mentre 
l’espressione dei miRNAs stessi può essere regolata da oncogeni o da geni 
tumor suppressor [79]. Alla luce di questi dati, l’espressione alterata dei 
miRNA è tutt’oggi considerata una caratteristica comune a tutti i tumori umani. 
Infatti, comparati con i tessuti sani dello stesso tipo, molti tumori presentano 
una differente espressione dei microRNAs. Nel 2006 Lu e collaboratori 
dimostrarono che il profilo di espressione dei miRNAs può classificare 
accuratamente diversi tipi di cancro e che gran parte dei miRNAs analizzati 
nello studio erano significativamente sottoespressi nei tumori rispetto ai tessuti 
sani. Questo fu confermato nel 2007 da Kumar che con un knockdown globale 
di miRNAs maturi, attraverso il silenziamento di Dicer, DGCR8 e Drosha, 
dimostrò una rafforzata tumorigenesi in cellule in vitro e un’accelerata 
formazione del tumore in vivo, indipendentemente dal tessuto di origine. 
Infatti, le cellule con difettosa biogenesi dei miRNAs dimostravano 
un’aumentata invasività del tessuto sano circostante dopo essere state iniettate 
in topi nudi [84]. Una grande analisi con microarray di 540 campioni tra cui 
363 tumori solidi umani e 177 tessuti sani, mostra un ruolo più complesso dei 
miRNAs nel cancro, con l’identificazione del “miRNoma”, composto da 36 
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miRNAs sovraespressi e 21 sottoespressi. Questo studio insieme all’ampia 
analisi del profilo del genoma, supporta l’ipotesi che, nel cancro, le alterazioni 
dei miRNAs consistono sia di sottoespressioni che di sovraespressioni con 
putative funzioni sia oncogene che di soppressione del tumore. Il fatto che i 
miRNAs possono agire sia come oncogeni che come soppressori del tumore, 
dipende dal tessuto e dai geni target [85]. Infatti i miRNAs la cui espressione è 
aumentata nei tumori, potrebbero essere considerati come oncogeni. Questi 
oncogeni chiamati “oncomirs”, di solito promuovono lo sviluppo della malattia 
andando ad inibire i geni soppressori del tumore e/o geni che controllano il 
differenziamento o l’apoptosi. Molti miRNAs sono risultati significativamente 
espressi in differenti tipi di cancro e tutti sembrano comportarsi come 
oncogeni. Tuttavia pochi di questi sono stati caratterizzati, un esempio è il 
cluster mir 17-92, un miRNA policistronico localizzato sul cromosoma 13q31, 
un locus genico che risulta amplificato nel cancro al polmone e in una serie di 
linfomi. Rispetto all’espressione nel tessuto sano, il cluster mir 17-92 è 
significativamente sovra espresso nei tipi di cancro sopra elencati e in 
particolar modo nelle loro forme più aggressive, come il tumore a piccole 
cellule del polmone e il linfoma delle cellule B [86]. Nell’oncogenesi, 
l’espressione di alcuni miRNAs risulta essere più bassa nelle cellule tumorali, 
queste tipologie di miRNAs sono considerate come geni oncosoppressori. Tali 
miRNAs, in condizioni normali, prevengono lo sviluppo del tumore andando 
ad inibire oncogeni specifici e/o geni coinvolti nell’apoptosi o nel controllo 
della differenziazione cellulare. L’esempio più noto e recente di miRNA 
oncosoppressore è il miRNA let-7: è un gene molto conservato e presente 
anche nell’uomo, dove è localizzato in una regione del cromosoma che nel 
cancro subisce quasi sempre una delezione [87]. Takamizawa e collaboratori 
scoprirono che let-7 è debolmente espresso nelle cellule di cancro al polmone e 
questa riduzione è significativamente associata ad una più corta sopravvivenza 
post-operatoria del paziente, indipendentemente dallo stadio della malattia 
suggerendo che let-7 potrebbe essere, in condizioni normali, considerato un 
gene tumor suppressor [88]. Studi più recenti hanno identificato l’oncogene 
RAS come uno dei target di let-7 da cui è regolato negativamente. Nel cancro 
al polmone let-7 è significativamente sottoespresso per cui i livelli di RAS 
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aumentano rispetto al tessuto sano, confermando ancora una volta la funzione 
di soppressore del tumore di let-7 [89]. 
Oggi è chiaro che i miRNAs potranno entro breve essere sfruttati come 
markers biologici per la diagnosi, per la prognosi, per la determinazione 
precoce dell’origine di un tumore e come target di monitoraggio terapeutico. 
Finora sono stati ipotizzati due approcci terapeutici: bloccare i miRNAs 
oncogenici o aumentare i miRNAs oncosoppressori. Teoricamente gli 
oligonucleotidi anti-miRNA (AMOs) possono essere usati per sopprimere 
l’attività di uno specifico miRNA se si legano fortemente a questo e se l’unione 
rimane stabile in diverse condizioni fisiologiche [90]. Gli AMOs sono delle 
sequenze complementari ai miRNAs e per raggiungere questo scopo vengono 
sintetizzati con una serie di modificazioni chimiche come i nucleotidi 2’-O-
metilati di RNA e nucleotidi di DNA bloccati (LNA). Queste modificazioni 
sono anche usate nell’approccio opposto in cui gli oligonucleotidi modificati 
vengono rilasciati nelle cellule che sottoesprimono miRNAs con attività di 
soppressori del tumore. Quest’ultimo metodo ha dato risultati promettenti nelle 
culture cellulari e necessita di essere testato su modelli animali. La più grande 
sfida per entrambi gli approcci è quella dell’iniezione diretta degli 










2 - Scopo della tesi 
 
Il Tumore a Cellule Giganti è una neoplasia dell’osso ad aggressività locale che 
presenta frequentemente recidive locali e in rari casi metastasi; queste ultime 
hanno localizzazione polmonare. A seconda delle caratteristiche clinico-
radiologiche viene classificato in 3 stadi: latente, attivo e aggressivo. 
Quest’ultimo presenta una corticale interrotta e un maggior rischio di 
progressione maligna. Dal punto di vista istologico il TCG è caratterizzato da 
cellule mononucleate che rappresentano la fase proliferante frammiste a cellule 
polinucleate. Il trattamento di questo tumore è essenzialmente chirurgico e 
prevede l’asportazione della massa tumorale e di un margine di tessuto sano 
circostante. Solo nel caso di lesioni di stadio 3 che presentano una massiccia 
erosione ossea con conseguenti fratture patologiche è necessario ricorrere 
all’amputazione dell’arto.  
A oggi purtroppo sono ancora poco affidabili i fattori biologici in grado di 
predire l’aggressività e l’evoluzione clinica del tumore. La rarità del TCG, 
infatti, ha come conseguenza una scarsa disponibilità di campioni tumorali 
umani utili per approfondire le conoscenze su tale patologia. Tuttavia grazie 
all’ampia casistica di materiale congelato e incluso in paraffina conservato 
presso la banca tessuti dell’Istituto Ortopedico Rizzoli e allo sviluppo di 
tecniche di screening ad alto rendimento e risoluzione, si sono potute avviare 
indagini globali del profilo molecolare del tumore del singolo paziente, 
focalizzandosi non più su un singolo fattore ma ampliando le ricerche all’intero 
network cellulare.  
L’obiettivo principale di questa ricerca è l’identificazione di possibili marcatori 
utili per la stratificazione prognostica di pazienti affetti da TCG. Questo inoltre 
permetterebbe di riconoscere molecole “chiave” all’interno di pathway di 
segnalazione che possono rappresentare target per eventuali nuove terapie.  
Mediante la tecnica di microarray è stato possibile identificare, in una 
popolazione tumorale di TCG, una lista di miRNA differenzialmente espressi.  
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Questi risultati sono stati per noi il punto di partenza per la ricerca di molecole 
correlate con alto potere discriminante nella stratificazione prognostica dei 
pazienti, ad esempio pazienti ricaduti verso pazienti liberi da eventi secondari. 
Abbiamo proceduto quindi con la validazione dei miRNA di maggior interesse 
mediante l’utilizzo di un’altra tecnica altamente sensibile e specifica quale la 
RealTime PCR, poi con l’analisi dell’espressione di geni e proteine target del 
miRNA che risultava avere un maggior impatto in termini di progressione della 
malattia.  
In un secondo tempo la casistica è stata ampliata e l’analisi dell’espressione di 
molecole chiave dei pathway correlati è stata associata con le caratteristiche 
cliniche dei pazienti in termini di ricaduta sia locale che metastatica. 
La validazione dei marcatori, considerando i dati clinici a nostra disposizione, 
permette di definire il loro possibile impatto diagnostico e/o prognostico e di 
identificare molecole che potrebbero risultare utili a migliorare il trattamento 
chirurgico e/o medico del paziente. 
Parallelamente abbiamo condotto uno studio per valutare la variazione di 
espressione delle molecole maggiormente coinvolte nella aggressività tumorale 
in campioni di TCG da pazienti sottoposti a trattamento farmacologico in grado 
di bloccare l’innesco del meccanismo osteoclastogenico a livello del legame 












3 - Materiali e metodi 
 
In questo studio sono stati presi in considerazione solo campioni provenienti da 
pazienti affetti da Tumore a Cellule Giganti dell’osso di tipo classico, non sono 
stati inclusi TCG dell’osso derivanti da evento secondario ad altre neoplasie. 
Tutti i casi sono stati selezionati dalla banca dei tessuti dell’Istituto Ortopedico 
Rizzoli da un gruppo di esperti patologi. 
La diagnosi è stata effettuata su campioni colorati in ematossilina-eosina in 
accordo con i criteri istopatologici [3]. Sono stati considerati pazienti con un 
follow up minimo di 36 mesi che al momento del prelievo istologico non erano 
stati sottoposti a nessun tipo di terapia preoperatoria e pazienti sottoposti a 
trattamento di cui erano disponibili sia la biopsia, prelevata prima di essere 
sottoposti a trattamento, che il pezzo chirurgico prelevato dopo la terapia. 
Di tutti i pazienti si dispone di complete e dettagliate informazioni cliniche. 
 
3.1 Fase 1 
3.1.1 Casistica 
Grazie ad una collaborazione con il Dipartimento di Patologia dell’Università 
di Helsinki, è stata condotta un’analisi di espressione dei microRNA su 10 
campioni di tessuto proveniente da pazienti affetti da TCG, di cui 5 di grado 3, 
ricaduti con metastasi durante il periodo di follow up e 5 di grado 1-2 non 
metastatici (Tabella 1). 
I miRNA più significativi che differenziano i due gruppi sono stati validati 
presso il Laboratorio di Oncologia Sperimentale del Rizzoli, mediante 
RealTime PCR sulla stessa casistica. Tramite specifici software bioinformatici 
si è quindi stabilito quali fossero i target dei miRNA deregolati che sono stati 
quindi validati con la RealTime PCR su una casistica più ampia che 
comprendeva i 10 campioni di partenza e ulteriori 10 campioni di TCG per un 
totale di 20 campioni, di cui 10 con sopravvivenza libera da eventi secondari e 
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10 ricaduti in termini di metastasi e/o di recidiva locale (Tabella 1). 6 campioni 
di tessuto osseo sano provenienti da pazienti non oncologici sono stati inclusi 
come controllo. 
Tutti i campioni di TCG provenienti dai pazienti ricaduti, sia con metastasi che 
con recidiva locale, erano di grado 3 con corticale interrotta in più punti e 
tendenza ad espandersi nei tessuti circostanti. Nei gradi 1-2 la corticale si 
presentava integra o assottigliata con crescita del tumore all’interno dell’osso. 
La bassa percentuale dei metastatici rispecchia l’andamento della malattia che 
































1 26 F 3 RL+M 121 MA, miRNA-RT, Gene-RT, WB  
2 23 F 3 RL+M 126 MA, miRNA-RT, Gene-RT, WB 
3 25 M 3 RL+M 187 MA, miRNA-RT, Gene-RT, WB 
4 31 F 3 M 102 MA, miRNA-RT, Gene-RT, WB 
5 22 F 2 NON RIC 50 MA, miRNA-RT, Gene-RT, WB 
6 25 F 1 NON RIC. 102 MA, miRNA-RT, Gene-RT, WB 
7 44 M 1 NON RIC. 51 MA, miRNA-RT, Gene-RT, WB 
8 17 F 3 RL+M 61 MA, miRNA-RT, Gene-RT, WB 
9 28 F 1 NON RIC. 115 MA, miRNA-RT, Gene-RT, WB 
10 23 M 2 NON RIC. 68 MA, miRNA-RT, Gene-RT, WB 
11 37 F 1 NON RIC. 81 Gene-RT 
12 75 M 1 NON RIC. 114 Gene-RT 
13 67 M 1 NON RIC. 69 Gene-RT 
14 22 M 1 NON RIC. 71 Gene-RT 
15 30 M 1 NON RIC. 81 Gene-RT 
16 17 F 3 RL+M 81 Gene-RT 
17 19 M 3 RL 172 Gene-RT 
18 23 F 3  RL 52 Gene-RT 
19 54 M 3 RL 137 Gene-RT 
20 55 M 3 RL 51 Gene-RT 
 
Tabella 1 - Casistica dello studio. RL = recidiva locale; M = metastasi; NON RIC = 
non ricaduto. MA = microRNA Array; miRNA-RT = RealTime PCR miRNA ; Gene-
RT = RealTime gene target; WB = Western Blot. 
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3.1.2 Estrazione RNA 
L’estrazione dell’RNA totale da tutti i 26 campioni di tessuto fresco congelato 
è stata effettuata tramite l’utilizzo di TRIzol Reagent (Invitrogen, Carlsbad 
CA). 
I campioni congelati sono stati sminuzzati in ghiaccio secco mediante un 
bisturi sterile ed il tessuto così tritato è stato messo in un opportuno volume di 
TRIzol. È stato usato un omogenizzatore di tipo rotore-statore (Polytron) per 
distruggere tessuti e cellule; il materiale insolubile è stato separato dalla 
soluzione tramite centrifugazione a 10000/2-3min/4°C; quindi è stato 
recuperato il surnatante, messo in una provetta pulita alla quale sono stati 
aggiunti 200μl di cloroformio freddo che permette la separazione della 
soluzione in una fase acquosa contenente RNA e una fase organica che 
contiene DNA e proteine. Dopo agitazione meccanica la soluzione è stata 
incubata in ghiaccio per 15min e successivamente centrifugata a 
13000rpm/15min/4°C. E’ stato recuperato quindi il surnatante ed è stato messo 
in una provetta pulita aggiungendo un uguale volume di isopropanolo per far 
precipitare l’RNA, si lascia quindi incubare in ghiaccio la soluzione per 15min 
e dopo centrifugazione a 14000rpm/4°C/15min si recupera il pellet sul fondo 
della provetta che corrisponde al sedimento dell’RNA; si è tolto con una 
siringa il surnatante ed è stato effettuato un lavaggio con etanolo freddo al 
70%; si effettua nuovamente una centrifugazione a 13000rpm/4°C/15min, si 
rimuove l’etanolo lasciando asciugare all’aria il pellet per qualche minuto. 
L’RNA viene così sospeso in opportuno volume di RNAsecure reagent 
(Ambion, Inc, Austin TX), una soluzione priva di RNasi che consente di 
conservare il campione che viene attivato a 60°C. 
La concentrazione di RNA è stata determinata tramite lo spettrofotometro, il 
rapporto di assorbanza A260/A280 è risultato essere 1,9. 
Si effettua così una elettroforesi su gel di agarosio al 2% in TBE 1X che 
permette di verificare l’integrità del prodotto e l’assenza di DNA genomico o 
proteine contaminanti. 
I campioni di RNA così ottenuti vengono mantenuti a -80°C ed utilizzati per le 
successive analisi di Affymetrix e RealTime PCR. 
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3.1.3 Analisi dell’espressione dei miRNA mediante microarray  
Lo studio del profilo di espressione dei miRNA nei 10 campioni di TCG (5 
metastatici e 5 non metastatici), effettuato presso l’Università di Helsinki, è 
stato eseguito mediante piattaforma Human miRNA Microarray Kit (V3) della 
ditta Agilent Technologies, contenente 866 sonde per miRNA umani e 89 per 
miRNA virali tratti dal Sanger Database v12. La marcatura dei campioni è stata 
eseguita con il sistema monocolore miRNA Complete Labeling and 
Hybridization Kit, contenente la cianina 3-pCp. 
Il principio su cui si basa la tecnica dei microarrays è quello dell’ibridazione 
tra molecole complementari di acido nucleico a singolo filamento: la prima, 
chiamata probe, è attaccata covalentemente alla superficie del vetrino ed ha una 
sequenza nota appositamente disegnata per potersi legare alla molecola 
complementare che si vuole studiare nel campione, chiamata target. Per 
amplificare il segnale, e renderlo quindi più facilmente rilevabile in fase di 
analisi, molte copie della stessa probe vengono posizionate nello stesso punto 
del vetrino, in modo da formare uno spot.  
Nel caso di avvenuta ibridazione, essa viene rilevata in fase di scansione del 
vetrino grazie alla fluorescenza emessa dalla molecola target marcata con un 
opportuno fluoroforo.  
Il vetrino pronto per la lettura viene scansionato mediante lo strumento Scanner 
Agilent G2565 (Agilent Technologies): il sistema è in grado di rilevare la 
fluorescenza emessa dal vetrino dopo l’eccitazione da parte di un laser a 
determinate lunghezze d’onda (550 nm quella del laser di eccitazione, 570 nm 
quella di emissione della cianina impiegata in questo studio). Con la scansione, 
che può essere eseguita a risoluzioni diverse e può arrivare fino a 2 µm, si 
ottiene un’immagine relativa alla fluorescenza emessa su tutto il vetrino, la 
quale dovrà essere successivamente analizzata con opportuni software per 
estrarre l’intensità di emissione di ciascuno spot.  
I dati ottenuti sono stati rielaborati con Agilent’s Feature Extraction Software e 





3.1.4 Retrotrascrizione e RealTime PCR: validazione 
dell’espressione del miR-136  
Un’aliquota di RNA di tutti i 10 campioni è stata convertita nel in cDNA 
utilizzando il TaqMan MicroRNA Reverse Transcription Kit (Applied 
Biosystems, Foster City, CA); a 5μl di RNA vengono aggiunti 3μl di primer e 
7μl di master mix che contiene una miscela di dNTPs, MultiScribe Reverse 
Transcriptase, 10X Reverse Transcription Buffer, RNase Inhibitor e nuclease 
free water. 
La reazione di retrotrascrizione è avvenuta nel termociclatore Applied 2400 
adeguatamente settato ed alle seguenti condizioni: 
 
- 30min a 16°C 
- 30min a 42°C 
- 5min a 85°C 
 - ∞ a 4°C. 
 
L’analisi dell’espressione del miR-136 è stata effettuata sui 10 campioni 
precedentemente analizzati con analisi di microarray (Tabella 1). L’analisi è 
stata eseguita mediante RealTime PCR che permette di identificare lo specifico 
miRNA presente nel campione e di valutarne l’espressione in rapporto a quella 
di un normalizzatore appositamente scelto. L’intero procedimento è basato 
sull’impiego di kit TaqMan microRNA assay (Applied Biosystems, USA). 
La successiva reazione di amplificazione è stata condotta in duplicato per ogni 
campione di cDNA; ogni reazione ha un volume totale di 20μl e contiene 1.33 
μl di cDNA o controllo endogeno, 18.67μl di master mix di reazione che 
consiste in: 
 
- 1μl Taqman MicroRNA Assay 20X  
- 7.67μl Nuclease free water   




Essendo una PCR quantitativa relativa, ogni campione ha bisogno di essere 
amplificato per il gene di interesse e per un gene di riferimento housekeeping, 
detto controllo endogeno che in questo caso è RNU44, un RNA endogeno 
costitutivamente espresso in tutti i tipi cellulari.  
La reazione è avvenuta alle seguenti condizioni: 
- 10min a 95°C, attivazione degli enzimi 
- 15sec a 95°C, denaturazione 
- 1min a 60°C, appaiamento ed estensione 
Sono stati impostati 40 cicli di reazione. 
La reazione di amplificazione viene condotta utilizzando lo strumento ABI 
PRISM 7900 HT (Applied Biosystem, Foster City, CA), il software di corsa 
SDS 2.3 ed il software di analisi RQ manager (Applied Biosystem, Foster City, 
CA). In questo studio è stato utilizzato il metodo di quantificazione 
comparativo relativo del 2
-ΔΔCT
. 
Gli assay usati sono riportati nella tabella 2, tutti i prodotti sono forniti dalla 
ditta Applied Biosystem:  
 
miRNA   ASSAY ID 
miR-1 hsa-miR-1 002222 
miR-934 hsa-miR-934 002177 
miR-513-5p hsa-miR513-5p 002090 
miR-136 hsa-miR-136 000592 
let7a* hsa-miR-let7a* 002307 
RNU44 hsa-miR-RNU44 001094 
 
      Tabella 2 - RealTime PCR, Assay utilizzati. 
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3.1.5 La validazione del metodo 2
-CT
 
Il metodo del 2
-ΔΔCT
 è valido se l’efficienza dell’amplificazione del target e 
l’efficienza dell’amplificazione del gene di riferimento sono 
approssimativamente uguali. Un metodo per valutare se i due amplificati hanno 
la stessa efficienza è verificare come varia il ΔCT a diluizioni seriali dello 
stesso templato. I risultati che si ottengono dall’esperimento di validazione 
sono riportati in un grafico che ha per ascissa il logaritmo della quantità di 
cDNA e per ordinata il valore di ΔCT. La retta che si ottiene deve avere una 
pendenza minore di 0,1 poiché solo in questo caso i ΔCT sono confrontabili ed 
il metodo può essere applicato per l’analisi comparativa. 
Se le efficienze dei due sistemi non sono uguali si deve utilizzare il metodo 
della quantificazione assoluta, in alternativa si procede con la ricerca di nuovi 
primers. 
Per eseguire questo esperimento sono state utilizzate tre concentrazioni diverse 
di cDNA ed è stata effettuata una corsa di PCR quantitativa RealTime. 
I valori di ΔCT ottenuti erano comparabili ed è stato quindi possibile utilizzare 
il metodo del 2
-ΔΔCT
 per l’analisi dei dati. 
 
3.1.6 Predizione bioinformatica dei geni target del miR-136 
I target del miR-136 sono stati individuati utilizzando il sistema bioinformatico 
che utilizza il software TargetScan. 
Esistono diversi algoritmi computazionali che predicono i target dei miRNA in 
base alla complementarietà e/o termo stabilità delle sequenze [92]. Un buon 
algoritmo dovrebbe stimare circa un centinaio di targets, considerare la 
percentuale di falsi positivi, avere un’evidenza computazionale ma anche 
sperimentale dell’autenticità del risultato, identificare classi funzionali comuni 
oltre che geni regolatori della trascrizione. 
Il sistema TargetScan si basa sulla combinazione di modelli termodinamici di 
interazione di duplex RNA:RNA con l’analisi comparativa di sequenza per 
predire i targets dei miRNA conservati in base alla presenza di sequenze 
omologhe 3’ UTR [93] l’efficacia complessiva viene espressa da un context 
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score. La correlazione tra il context score e il sito di efficacia può essere 
validata sperimentalmente [94]. La selezione dei geni bersaglio rimane 
comunque un problema complesso, recenti studi indicano che molti fattori 
addizionali come il contenuto locale di AU e la posizione del sito possono 
significativamente pregiudicare l’efficacia del sito target per il sistema di tale 
software [95]. 
 
3.1.7 Retrotrascrizione e RealTime PCR: validazione 
dell’espressione dei geni target del miR-136  
Un’aliquota di RNA di tutti i 20 campioni (tabella 1) è stata convertita nel in 
cDNA utilizzando il kit High Capacity cDNA Archive kit (Applied 
Biosystems, Foster City, CA); i 100μl della miscela di retrotrascrizione 
contenevano tampone di retrotrascrizione 10X, dNTPs 25X, random primers 
10X, 400ng di RNA e Multiscribe Riverse Transcriptase.  
La reazione di retrotrascrizione è avvenuta nel termociclatore Applied 2400 
adeguatamente settato ed alle seguenti condizioni: 
- 10min a 25°C 
- 120min a 37°C 
- ∞ a 4°C. 
Per ogni gene la reazione di amplificazione è stata condotta in duplicato, in un 
volume totale di 25μl. La mix di reazione contiene: 
 
- 1,25μl di Target Assay Mix 20X o Endogenous Control Assays Mix 20X 
 
- 25ng di cDNA diluiti in 11,25μl di Rnase free water (Qiagen, Valencia, CA) 
 
- 12,5μl di TaqMan Universal Master Mix 2X (AmpliTaq Gold DNA 
polimerasi, AmpErase UNG, deossinucleotidi trifosfato, fluorocromo di 
riferimento passivo, tampone di PCR ottimizzato) (Applied Biosystems, 
Foster City, CA). 
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La reazione è avvenuta alle seguenti condizioni: 
 
- 2min a 50°C , attivazione dell’enzima UNG (Uracil-N-Glicosilasi) 
 
- 10min a 95°C, denaturazione 
 
- 1min a 60°C, appaiamento ed estensione 
 
Sono stati impostati 45 cicli di reazione. 
 
Sono stati utilizzati prodotti specifici per l’analisi quantitativa, TaqMan 
Expression Assay che consistono in una miscela contenente i primers ed una 
sonda del tipo TaqMan, specifica per la sequenza di interesse (gene bersaglio o 
gene di riferimento endogeno) e presenti in quantità ottimale per ottenere la 
massima efficienza di reazione. 
Gli assay usati sono riportati nella tabella 3, tutti i prodotti sono forniti dalla 
ditta Applied Biosystem:  
 





Tabella 3 - RealTime PCR, Assay utilizzati. 
 
Le sonde TaqMan presenti in tutti i prodotti di TaqMan Expression Assays 
sono marcate al 5’ con un fluorocromo reporter del tipo 6-FAM e al 3’ con un 
quencher non fluorescente (NFQ). 




L’espressione del gene bersaglio è stata normalizzata su un gene di riferimento, 
Actina (ACTB) (TaqMan Expression Assays-Applied Biosystems, Foster City, 
CA) e rispetto ad un campione calibratore (pool di linfociti sani).  
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3.2 Fase 2  
Nella seconda fase dello studio abbiamo effettuato analisi di espressione delle 
principali proteine target del miR-136 con tecnica di western blot sugli stessi 
campioni (5 metastatici e 5 non metastatici) precedentemente analizzati per 
l’espressione dei microRNA e su 5 campioni di pazienti sani, non oncologici 
usati come controllo. Le caratteristiche cliniche e patologiche dei pazienti sono 
riportate in tabella 1. 
Per validare l’impatto clinico delle proteine target del miR-136, con particolare 
attenzione a quelle coinvolte nel rimodellamento osseo, abbiamo condotto 
l’analisi IHC utilizzando Tissue Microarray (TMA) su una casistica di 163 
TCG da pazienti con diverse caratteristiche cliniche e a differente decorso della 
malattia (Tabella 4). 
 
Abbiamo parallelamente condotto uno studio di espressione delle proteine 
selezionate su sezioni di tessuto provenienti da pazienti affetti da TCG e 
sottoposti a trattamento con un anticorpo monoclonale capace di bloccare il 
meccanismo di osteoclastogenesi. I 26 pazienti presi in considerazione sono 
affetti da TCG classico di grado 3 e presentano un diverso decorso di malattia e 
differenti caratteristiche cliniche (Tabella 5). Di questi pazienti si disponeva di 
biopsie incluse in paraffina prelevate prima della somministrazione del 
trattamento e di sezioni derivanti da intervento chirurgico effettuato dopo un 
periodo di trattamento. Essendo pazienti sottoposti a un protocollo 
sperimentale non si dispone di tutte le informazioni cliniche. 
 
 
3.2.1 Estrazione proteica e Western Blot 
L’analisi è stata condotta a partire da tessuto fresco congelato a -80°C che è 
stato sminuzzato in ghiaccio secco mediante un bisturi sterile ed il tessuto è 
stato triturato mediante omogenizzatore di tipo rotore-statore (Polytron), in un 
apposito buffer di estrazione contenente specifici inibitori delle proteasi 
(Protease Inhibitor Mix, 80-6501-42, Amersham Biosciences), lasciato in 
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ghiaccio per 30 minuti e siringato ogni 10 minuti. Il campione viene quindi 
centrifugato a + 4°C, per 5 minuti, a 12000rpm; viene infine recuperato il 
surnatante che costituisce l’estratto proteico. Il successivo dosaggio delle 
proteine è stato valutato mediante lo spettrofotometro alla lunghezza d’onda di 
595nm.  
I campioni sono stati quindi sottoposti all’analisi elettroforetica, in condizioni 
denaturanti, utilizzando un gel con una percentuale di acrilamide del 10%. È 
stato utilizzato lo standard biotinilato low range (Bio-Rad Laboratories). Per la 
corsa è stato utilizzato un voltaggio di 40 V nella fase dello stacking e di 100V 
nel running.  
Il blottaggio è stato effettuato a 4°C, 100V, 1 ora, su membrane di 
nitrocellulosa. 
Successivamente le membrane sono rimaste immerse in una soluzione di 
bloccaggio di non fat dry milk al 5% ed incubate con i rispettivi anticorpi 
primari: anti-NF1B (AbNova) diluito 1:500, anti-RANK (Santa Cruz) diluito 
1:1000. Gli anticorpi primari sono stati diluiti in latte al 5% in TBST 1X. Le 
membrane vengono lasciate in incubazione over night a +4°C. Dopo opportuni 
lavaggi l’immunocomplesso è stato visualizzato mediante incubazione con 
anticorpo secondario (Anti-Mouse IgG, Amersham GE Healthcare, diluito 
1:1000 in latte al 5% in TBST 1X per NF1B e Anti-Rabbit IgG Amersham GE 
Healthcare, diluito 1:1000 in latte al 5% in TBST 1X per RANK). Le lastre 
sono state visualizzate in chemiluminescenza (Immobilon Western, 
Chemiluminescent HRP Substrate, Millipore) ed analizzate al densitometro 
GS800 (Bio-rad) mediante software Quantity One (Bio-Rad). 
 
 
3.2.2 Immunoistochimica su TMA  
Campioni rappresentativi delle lesioni tumorali dei pazienti considerati 
vengono prelevati sottoforma di “carotine” e posti nel blocchetto di paraffina 
ricevente utilizzando lo strumento TMA Master (3DHistech). Il blocchetto 
ricevente contiene 2 o 3 campioni per ogni paziente, ogni TMA contiene così 
in tutto 70\80 sezioni. 
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I TMA utilizzati contengono “cores” di tessuto fissato in formalina ed incluso 
in paraffina, provenienti da 163 casi di pazienti affetti da TGC, 83 con 
sopravvivenza libera da eventi secondari e 80 ricaduti, di cui 72 con recidiva 
locale e 33 con metastasi; un ulteriore TMA è costituito da sezioni provenienti 
da 26 pazienti affetti da TCG di grado 3 in trattamento con anticorpo 
monoclonale, le uniche informazioni di cui si dispone sono età, sesso e grado 
del tumore. 
Le caratteristiche dei pazienti sono riportate in tabelle (Tabella 4 e tabella 5). 
 
 
Caso Età Sesso Grado Aploidia Ricaduta 
Follow 
up (mesi) 
1 25 F 2 D NON RIC 168 
2 58 M 3 D NON RIC 187 
3 39 M 3 D RL 186 
4 22 M 3 D NON RIC 149 
5 13 F 2 D RL 85 
6 76 F 3 A NON RIC 124 
7 39 M 3 D RL 171 
8 59 F 1 D NON RIC 90 
9 41 M 3 A RL+M 46 
10 34 F 2 D RL 171 
11 46 M 2 D RL 36 
12 26 M 3 D RL 161 
13 34 M 3 D RL+M 394 
14 34 M 2 D NON RIC 134 
15 30 F 2 D NON RIC 113 
16 38 F 1 D RL 80 
17 31 M 3 A RL 36 
18 13 F 2 D NON RIC 89 
19 24 M 1 D NON RIC 73 
20 20 M 1 D NON RIC 138 
21 65 M 3 A RL+M 77 
22 26 F 3 A RL 112 
23 26 F 3 D RL+M 121 
24 36 M 1 D NON RIC 76 
25 31 F 1 D NON RIC 149 
26 24 F 1 D NON RIC 123 
27 19 F 2 D NON RIC 136 
28 52 F 3 D NON RIC 125 
29 26 M 1 D NON RIC 111 
30 24 F 3 D NON RIC 70 
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31 23 F 3 D NON RIC 144 
32 20 M 3 D NON RIC 87 
33 18 F 2 D RL 115 
34 33 F 2 D NON RIC 129 
35 23 F 1 D RL 52 
36 38 F 1 D NON RIC 125 
37 31 F 3 A RL 175 
38 22 F 3 A RL 143 
39 15 F 1 D NON RIC 86 
40 23 F 2 D NON RIC 117 
41 33 F 3 D NON RIC 85 
42 56 M 1 D NON RIC 109 
43 59 F 3 A RL+M 40 
44 37 M 1 D NON RIC 133 
45 23 F 3 D RL+M 126 
46 24 F 3 D RL 37 
47 60 M 3 D RL 140 
48 23 F 1 D NON RIC 114 
49 23 M 3 D RL+M 36 
50 51 M 2 D RL 122 
51 44 M 1 D NON RIC 92 
52 16 F 3 D RL 57 
53 20 F 2 D NON RIC 69 
54 38 M 1 D NON RIC 92 
55 36 F 2 D RL 199 
56 19 M 3 D NON RIC 109 
57 54 M 3 A RL 137 
58 37 M 1 D NON RIC 111 
59 56 M 1 D NON RIC 36 
60 27 M 3 D M 210 
61 66 F 2 D NON RIC 142 
62 53 M 3 D RL+M 81 
63 39 F 3 D RL+M 94 
64 17 F 3 D RL+M 61 
65 19 M 1 D RL 163 
66 22 M 3 D RL 148 
67 55 F 3 D NON RIC 122 
68 33 F 2 D NON RIC 36 
69 45 F 1 D RL 86 
70 40 F 1 D NON RIC 79 
71 23 M 1 D NON RIC 44 
72 33 F 3 D NON RIC 58 
73 54 F 3 D NON RIC 189 
74 32 F 1 D RL 88 
75 57 M 3 D RL 37 
76 22 M 1 D NON RIC 142 
77 22 M 1 D NON RIC 71 
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78 28 F 2 D NON RIC 115 
79 31 M 1 D RL 36 
80 35 M 3 D NON RIC 135 
81 38 M 3 D RL 104 
82 24 F 2 D NON RIC 142 
83 67 M 1 D NON RIC 69 
84 41 F 2 D NON RIC 79 
85 34 F 2 D RL 201 
86 26 M 3 D NON RIC 168 
87 27 F 1 D NON RIC 113 
88 58 M 3 D RL 108 
89 53 M 1 D RL 84 
90 76 F 2 D NON RIC 57 
91 40 M 3 D NON RIC 172 
92 20 F 2 D RL 209 
93 31 F 2 D RL+M 147 
94 53 M 2 D NON RIC 97 
95 52 M 1 D RL 152 
96 18 F 3 D NON RIC 103 
97 31 F 1 D RL 57 
98 34 M 1 D RL 135 
99 25 F 1 D NON RIC 103 
100 23 M 3 D NON RIC 68 
101 21 M 3 D NON RIC 37 
102 27 F 3 D RL 92 
103 24 M 3 D RL 114 
104 21 F 1 D RL 169 
105 29 F 3 A RL 65 
106 18 M 3 D RL 215 
107 71 M 2 D NON RIC 63 
108 32 M 2 D RL 214 
109 17 F 1 D RL 131 
110 44 F 1 D NON RIC 121 
111 37 M 3 D NON RIC 36 
112 24 M 3 D RL 201 
113 37 F 3 D NON RIC 108 
114 28 M 3 D NON RIC 180 
115 30 M 1 D NON RIC 81 
116 21 F 2 D RL 242 
117 27 F 1 D NON RIC 105 
118 33 F 1 D NON RIC 155 
119 5 F 1 D NON RIC 157 
120 55 F 2 D RL 217 
121 21 M 3 D NON RIC 196 
122 75 M 1 D NON RIC 114 
123 33 M 3 D NON RIC 195 
124 25 F 3 D NON RIC 184 
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125 49 F 1 D NON RIC 90 
126 22 F 2 D NON RIC 169 
127 33 F 2 D NON RIC 125 
128 37 F 1 D NON RIC 81 
129 19 F 2 D RL 125 
130 37 M 3 D M 151 
131 31 F 3 D M 102 
132 27 F 2 D RL 141 
133 31 F 3 D NON RIC 115 
134 32 M 3 D NON RIC 115 
135 31 F 2 D NON RIC 91 
136 29 M 3 D NON RIC 166 
137 19 M 3 D RL 172 
138 15 F 2 D NON RIC 128 
139 36 M 2 D NON RIC 46 
140 51 M 3 D RL+M 201 
141 19 F 1 D NON RIC 127 
142 17 F 3 A RL+M 81 
143 52 F 3 D NON RIC 76 
144 21 F 2 D NON RIC 118 
145 36 M 2 D NON RIC 150 
146 25 M 3 A RL 112 
147 37 F 3 D M 202 
148 20 M 3 D RL+M 227 
149 19 F 3 D M 93 
150 16 F 3 D RL+M 76 
151 62 M 3 D RL+M 120 
152 32 F 3 D RL+M 61 
153 39 M 3 D RL+M 78 
154 23 F 3 D M 99 
155 22 M 3 D RL+M 104 
156 29 F 3 D RL+M 161 
157 27 F 3 D RL+M 78 
158 31 M 3 D RL+M 36 
159 20 M 3 D M 202 
160 20 M 3 D RL+M 165 
161 44 M 3 D RL+M 358 
162 27 F 3 D RL+M 17 
163 24 M 3 D M 95 
 
       Tabella 4 - Casistica dello studio. M = metastasi; RL = recidiva locale; NON RIC 






Caso Età Sesso Grado 
Follow up 
(mesi) 
1 45 M 3 48 
2 34 M 3 17 
3 40 M 3 40 
4 25 F 3 66 
5 44 F 3 41 
6 35 M 3 65 
7 30 M 3 63 
8 40 M 3 36 
9 24 F 3 88 
10 43 M 3 35 
11 34 F 3 33 
12 49 F 3 33 
13 27 F 3 34 
14 36 F 3 29 
15 49 M 3 26 
16 25 F 3 29 
17 42 F 3 29 
18 29 M 3 30 
19 47 M 3 25 
20 30 M 3 28 
21 37 M 3 27 
22 20 F 3 26 
23 42 M 3 23 
24 44 F 3 20 
25 35 F 3 24 
26 22 F 3 20 
 
Tabella 5 - Casistica dello studio - Pazienti in trattamento.  
 
Le sezioni su TMA sono state sparaffinate ponendole in stufa per 30 minuti a 
37°C, successivamente sono state poste in xilolo I e II per 60 minuti e 
reidratate attraverso passaggi in etanolo 100%, 95%, 70% ed infine in acqua 
distillata. Le sezioni sono state poi sottoposte ad un trattamento con soluzione 
di H2O2  per 5 minuti a temperatura ambiente allo scopo di bloccare le 
perossidasi endogene. Per limitare le eventuali aspecificità di reazione è stato 
applicato per 15 minuti il blocking solution (Universal Block, KPL). 
Le sezioni sono state incubate per tutta la notte a 4°C con gli anticorpi primari 
diluiti con Phosphatase Buffered Saline 1X (PBS); gli anticorpi utilizzati sono 




ANTICORPO DILUIZIONE DITTA 
RANK 1:100 Santa Cruz Biotechnology 
NF1B 1:1000 Abnova 
RANKL  1:100 Abcam 
TRAF6 1:100 Santa Cruz Biotechnology 
IL-6 1:50 Santa Cruz Biotechnology 
IL-1α 1:100 Santa Cruz Biotechnology 
Osteocalcin 1:100 Santa Cruz Biotechnology 
MMP-2 1:50 Calbiochem 
MMP-9 1:50 Calbiochem 
CAII 1:100 Santa Cruz Biotechnology 
FN 1:50 Santa Cruz Biotechnology 
TGF-β 1:50 Abcam 
C-FOS 1:50 Santa Cruz Biotechnology 
 
Tabella 6 – Anticorpi e diluizioni utilizzate in IHC. 
 
Dopo i lavaggi con tampone PBS 1X le sezioni sono state incubate per 30 
minuti con l’anticorpo secondario biotinilato (kit Dako k0679). Dopo opportuni 
lavaggi in PBS 1X le sezioni sono state incubate con una soluzione contenente 
i complessi streptavidina-HRP per consentire la reazione immunoenzimatica di 
rivelazione. Al termine dell’incubazione i vetri sono stati lavati con PBS 1X e 
ricoperti con soluzione che contiene il tampone substrato ed il cromogeno 
DAB (3,3'-diaminobenzidina) necessari per la reazione colorimetrica. 
Successivamente le sezioni sono state contrastate con ematossilina e quindi 
disidratate attraverso passaggi in etanolo crescente, sono seguiti 2 lavaggi in 
xilolo; i vetrini coprioggetto sono stati montati mediante mezzo di montaggio 
non acquoso.  
Il livello di immunoreattività è stata valutato mediante l’assegnazione di uno 
score determinato dalla somma dell’intensità dell’immunocolorazione (0 = 
negativo, 1 = moderatamente positivo, 2 = fortemente positivo) e dalla 
percentuale delle cellule positive (0 = negativo, 1 = positività < 25% delle 
cellule, 2 = positività del 25-75% delle cellule, 3 = positività > 75% delle 
cellule). I campioni che raggiungevano lo score totale di 4 o 5 sono stati quindi 




Come controllo negativo è stata utilizzata una sezione a cui non viene applicato 
l’anticorpo primario. Come controlli positivi sono stati usati: tessuto umano 
dell’intestino tenue (RANK), rene umano (Osteocalcin, CAII e FN), tessuto 
linfoide umano (RANKL e IL-6), colon umano (TRAF6), neuro fibroma 
umano (MMP-2), adenocarcinoma umano (MMP-9), surrene umano (c-Fos), 
endometrio (IL-1α), carcinoma alla prostata (TGF-β) e tessuto mammario 
umano normale (NF1B).  
Abbiamo posto particolare attenzione alla localizzazione degli antigeni 
escludendo dallo studio tutte quelle sezioni che mostravano positività in aree 
non previste dai data sheet degli anticorpi. 
 
3.2.3 Analisi statistica 
Tutti i dati riguardanti i microRNA validati con tecnica di RealTime sono stati 
valutati come mediana, 25° e 75° percentile a causa della loro distribuzione 
non Gaussiana. Sono state utilizzate analisi statistiche non parametriche di 
Mann-Whitney e Kruskal Wallis per comparare i dati di espressione genica in 
campioni non appaiati; il test di Fischer è stato utilizzato per valutare 
l’associazione tra i diversi parametri della popolazione, espressione proteica e 
sopravvivenza libera da malattia in termini sia di ricaduta locale che di 
metastasi. Le curve di sopravvivenza libera da malattia sono state calcolate 
mediante l’analisi di Kaplan-Meier e la comparazione delle curve è stata 
ottenuta con il Log-Rank test. L’analisi multivariata è stata valutata mediante 
analisi di Cox. E’stato calcolato il coefficiente Tau di Kendall per valutare la 
correlazione tra i parametri studiati ed è stata eseguita la curva di Roc per 
stimare sensibilità e specificità del modello prognostico. Tutte le analisi 
statistiche sono state effettuate con il software SPSS Statistics (SPSS). Per tutte 







4 - Risultati 
4.1 Fase 1 
4.1.1 Analisi dei livelli di espressione di miRNA mediante 
RealTime PCR 
In seguito alla collaborazione con l’Istituto di Patologia di Helsinki, l’analisi di 
microarray, effettuata per ibridazione dei campioni su chip e l’acquisizione dei 
dati mediante complessa analisi bioinformatica/statistica tra i due gruppi di 
campioni posti a confronto, ha consentito di individuare miRNA che 
differenziano il gruppo dei TCG metastatici rispetto a quello dei non 
metastatici (Tabella 7).  
Pazienti Metastatici 
 








       Tabella 7 – MicroRNA differenzialmente espressi mediante analisi di microarray. 
 
Successivamente si è passati alla validazione dell’espressione dei miRNA 
513a-5p, let-7a, 934 presenti nei TCG metastatici e dei miRNA 136 e 1 
espressi nei non metastatici. L’analisi effettuata sugli stessi 10 campioni (5 
metastatici e 5 non metastatici) (Tabella 1) mediante la tecnica della RealTime 





confermato una differente espressione dei valori mediani dei miRNA nei 2 









   25° 75° P 
miR-1 
MET 7,38 6,84 13,17 
0.06 
Non MET 8,05 0,88 12,59 
miR-934 
MET 0,46 0,44 3,84 
0.06 
Non MET 1,14 0,13 1,46 
miR-
513a-5p 
MET 3,04 2,54 3,19 
0.07 
Non MET 0,73 0,29 0,78 
miR-136 
MET 0,03 0,02 0,09 
0.04 
Non MET 0,35 0,29 0,64 
let7a* 
MET 3,31 2,73 4,12 
0.11 
Non MET 1,79 1,54 1,80 
 
Tabella 8 – Analisi mediante RealTime PCR, valori mediani dell’espressione dei 
miRNA, percentili e significatività mediante Mann Whitney. MET=pazienti 
metastatici; Non MET=pazienti non metastatici. 
 
Il test non parametrico di Mann-Whitney ha evidenziato che il miR-136 è 
significativamente più espresso nei non metastatici rispetto ai metastatici 
(p=0.04). Sebbene gli altri miRNA non raggiungano la significatività statistica, 
forse a causa del ridotto numero di campioni, i dati confermano la tendenza ad 
una differente espressione tra i due gruppi. 
Per meglio approfondire il ruolo del miR-136 nei TCG, la sua espressione è 
stata confrontata con un gruppo di 6 campioni di osso sano, utilizzato come 
controllo, proveniente da pazienti non oncologici. L’analisi di RealTime PCR 
ha evidenziato una maggiore espressione nel gruppo dei pazienti sani rispetto 
ai pazienti con TCG sia metastatico che non metastatico (297.89 vs 0.03 e 0.35 
rispettivamente). Questa differenza è risultata essere significativa (Kruskal 
Wallis test; p=0.001) (Figura 7) suggerendo un coinvolgimento del miR-136 























sano meta non meta
 
Figura 7 - Espressione differenziale del miR-136 nei pazienti sani vs pazienti con 





4.1.2 Predizione dei target del miR-136 mediante analisi 
bioinformatica 
L’identificazione dei geni target per il miR-136 è stata effettuata mediante il 
software TargetScan (http://www.targetscan.org/). 
Il software ha elencato numerosi geni target del miR-136, ma la nostra 
attenzione si è concentrata su RANK, coinvolto con i meccanismi di 
reclutamento ed attivazione degli osteoclasti e di conseguente osteolisi e su 
NF1B, un fattore nucleare correlato con la trascrizione di geni strettamente 
legati all’adesione cellula-cellula e cellula-matrice extracellulare, coinvolto 
quindi con una mancata regolazione della crescita e proliferazione cellulare. 
 
4.1.3 Espressione dei geni target mediante RealTime PCR  
Abbiamo ampliato la casistica a 20 pazienti, di cui 6 provenienti da pazienti 
metastatici e 14 da pazienti non metastatici ed abbiamo confrontato i valori di 
espressione dei target tra i due gruppi di pazienti. 
L’analisi dell’espressione genica del gene NF1B ha dimostrato una più alta 
espressione rispetto al calibratore con valori di 2
-ΔΔCT 
che variano da 1.63 a 
122.45 con un valore mediano pari a 9.625. Il confronto dei valori mediani di 
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espressione tra il gruppo dei metastatici (M) con il gruppo dei non metastatici 
(NM) ha evidenziato un’espressione più alta nel primo gruppo rispetto al 
secondo (21.2 vs 9.49) (Figura 8). Suddividendo la casistica in pazienti ricaduti 
con metastasi e/o recidiva locale (RIC) e pazienti con sopravvivenza libera da 
eventi (DF) l’espressione del gene NF1B ha dimostrato valori più alti nel 
gruppo di pazienti ricaduti rispetto al gruppo dei liberi da malattia (35.75 vs 
3.47) suggerendo un suo possibile ruolo nel promuovere il potenziale 
aggressivo di tale neoplasia (Figura 9). 
 
 
Figura 8 – Espressione dell’mRNA della proteina NF1B - Confronto tra non metastatici (NM) e 
metastatici (M) (valori mediani a confronto).  
 
 
Figura 9 – Espressione dell’mRNA della proteina NF1B - Confronto tra liberi da malattia (DF) e 
ricaduti (RIC) (valori mediani a confronto). 
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I livelli di espressione del gene RANK variano da 18.96 a 49495.17, con valore 
mediano pari a 3903.9; sebbene il gruppo dei metastatici (M) abbia dimostrato 
valori di espressione lievemente inferiori rispetto al gruppo dei non metastatici 
(NM) (3417.70 vs 3903.9) (Figura 10), quando vengono considerati anche i 
pazienti con ricaduta locale (RIC) i livelli di espressione di RANK sono 
maggiori rispetto al gruppo di pazienti con sopravvivenza libera da eventi (DF) 
(4269.94 vs 2998.45 rispettivamente) suggerendo un attivo coinvolgimento di 
RANK in meccanismi di aggressività locale piuttosto che sistemica (Figura 
11). 
 
Figura 10 – Espressione dell’mRNA della proteina RANK - Confronto tra non metastatici (NM) e 
metastatici (M) (valori mediani a confronto). 
 
Figura 11 – Espressione dell’mRNA della proteina RANK - Confronto tra liberi da malattia (DF) e 
ricaduti (RIC) (valori mediani a confronto). 
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4.1.4 Analisi dell’ espressione delle proteine target  
E’ stata effettuata l’analisi di Western Blot per valutare la presenza delle 
proteine RANK e NF1B nei 10 campioni (5 con sopravvivenza libera da eventi 
e 5 metastatici) precedentemente sottoposti all’analisi di array e in 5 campioni 
provenienti da pazienti non oncologici (Tabella 1). L’analisi densitometrica è 
stata effettuata con apposito software “Quantity one” (Bio-Rad), ha evidenziato 
una maggiore espressione di entrambe le proteine in tutti i campioni 
provenienti da pazienti metastatici rispetto ai non metastatici ed ai sani, nei 
quali le bande risultano appena visibili (Figura 12).  
 
 
                                                 
Figura 12 – Analisi di Western Blot con le proteine RANK e NF1B (Actina usata come 
controllo); sotto ciascuna banda è presente il valore di Adj. Vol. OD*mm2 rilevato dal 
densitometro.  
 
4.2 Fase 2   
4.2.1 Analisi di popolazione 
La casistica comprende 163 pazienti affetti da TCG, di cui 76 di sesso maschile 
e 87 di sesso femminile; l’età varia da 5 a 76 anni con un valore mediano di 27 
anni. 25 pazienti mostravano una localizzazione del tumore nelle ossa che 
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costituiscono il sistema assiale e 138 nelle ossa poste alle estremità. Il 50% dei 
pazienti mostrava un grading 3 e solo il 9% presentava un corredo 
cromosomico aneuploide (Tabella 9). 
 
Variabili 
Numero di pazienti 
(%) 
Sesso 
  Maschi 76 (47%) 
  Femmine  87 (53%) 
Età 
  < 35  104 (64%) 
  ≥ 35  59 (36%) 
Localizzazione tumore 
  Assiale  25 (15%) 
  Estremità 138 (85%) 
Grading tumore 
  Grado 1  44 (27%) 
  Grado 2  38 (23%) 
  Grado 3  82 (50%) 
Ploidia 
  Aneuploide  13 (9%) 
  Diploide 150 (91%) 
Chirurgia 
  Curettage 79 (48%) 
  Resezione 84 (52%) 
 
Tabella 9 – Caratteristiche cliniche della casistica. 
 
Di 163 pazienti 33 sono ricaduti con metastasi polmonare durante il follow up, 
di questi 33 pazienti 25 presentavano anche recidiva locale, dimostrando che 
l’incidenza dell’evento metastatico è significativamente più frequente nei 
pazienti con pregressa recidiva rispetto ai pazienti liberi da malattia (Test di 
Fisher=16.740, p<0.0005). 
Dall’analisi statistica univariata della sopravvivenza secondo il modello di 
Kaplan Meier abbiamo dimostrato una significativa correlazione tra comparsa 
di metastasi e grado del tumore,  
32 dei 33 pazienti metastatici presentavano uno stadio 3 di aggressività; 
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confrontando le curve di sopravvivenza libera da malattia è stato confermato il 
ruolo statisticamente significativo dello staging aggressivo nella comparsa di 




Figura 13 – Curva di sopravvivenza libera da metastasi in relazione allo staging del 
tumore (staging 1-2 = bassa aggressività; staging 3 = alta aggressività). 
 
 
Localizzazione del tumore, chirurgia utilizzata, sesso, età e stato di ploidia 
sono risultati parametri non significativi in termini di sopravvivenza libera da 
malattia. 
 
4.2.2 Analisi di immunoistochimica su TMA  
La validazione dell’impatto clinico di NF1B e RANK è stata effettuata 
mediante analisi di immunoistochimica su TMA, comprendente una 
popolazione di 163 pazienti affetti da TCG primitivo con caratteristiche 
cliniche e istopatologiche differenti; le caratteristiche di ciascun paziente sono 
riportate in tabella 4. 
RANK ha mostrato una localizzazione esclusivamente a livello delle cellule 
giganti, sia a livello citoplasmatico che di membrana; NF1B ha una 
52 
 
distribuzione decisamente omogenea, localizzandosi sia a livello del nucleo che 
del citoplasma delle cellule giganti e delle cellule mononucleate. 
Entrambe le proteine sono risultate essere maggiormente espresse nei campioni 
provenienti da pazienti ricaduti, in particolare nei pazienti metastatici (Figura 
14).  
 
Figura 14 – Studio di immunoistochimica con gli anticorpi anti RANK e anti NF1B. 
Sezioni di pazienti con TCG non metastatico e metastatico. 
 
Il 97% dei pazienti ricaduti con metastasi mostra un’over-espressione di 
RANK, mentre solo il 65% dei pazienti non metastatici è risultato positivo in 
termini di immunoreattività (Chi-quadrato di Fisher=13.3; p<0.0005); 
considerando la casistica in termini di ricaduta locale l’83% dei pazienti con 
recidiva ha mostrato forte positività contro il 62% dei pazienti liberi da malattia 
(Chi-quadrato di Fisher=8.5; p=0.004). 
Le curve di sopravvivenza libera da metastasi (Figura 15 A) e da recidiva 
locale (Figura 15 B), mediante analisi di Kaplan Meier hanno evidenziato una 








Figura 15 – Curva di sopravvivenza libera da metastasi (A) e da recidiva locale (B) in 
relazione all’immunoreattività di RANK. 0-3 indica una scarsa positività, considerata 
negativa; 4-5 indica una forte immunoreattività, considerata positiva. 
 
Relativamente all’espressione di NF1B, il 100% dei pazienti ricaduti con 
metastasi ha mostrato intensa immunoreattività, e solo il 53% dei non 
metastatici ha mostrato positività nei confronti della proteina (Chi-quadrato di 
Fisher=24.4; p<0.0005). L’83% dei pazienti ricaduti localmente ha mostrato 
intensa immunoreattività contro il 62% dei pazienti liberi da malattia (Chi-
quadrato di Fisher=23.8; p<0.0005). 
Mediante analisi di Kaplan Meier abbiamo valutato la sopravvivenza libera da 





target NF1B risulta essere associata in modo significativo sia alla progressione 
metastatica (Log Rank test; p<0.0005) (Figura 16 A) che alla ricaduta locale 








Figura 16 – Curva di sopravvivenza libera da metastasi (A) e da recidiva locale (B) in 
relazione all’immunoreattività di NF1B. 0-3 indica una scarsa positività, considerata 
negativa; 4-5 indica una forte immunoreattività, considerata positiva. 
 
Data la forte espressione di RANK, coinvolto nell’osteoclastogenesi e 





coinvolte nell’adesione cellula-matrice extracellulare e all’espressione delle 
metalloproteasi, abbiamo voluto studiare l’espressione delle proteine 
strettamente correlate ad essi e note per partecipare al meccanismo di 
osteoclastogenesi, osteolisi e rimodellamento della matrice ossea ed 
extracellulare. I risultati espressi come percentuali di distribuzione di over-
espressione tra gruppo di pazienti metastatici (M), non metastatici (NM), 
ricaduti con recidiva locale (RL) e liberi da malattia (DF) sono riassunti nella 
Tabella 10, è stato eseguito il Test di Fisher ed i valori di p≤0.05 sono stati 
considerati statisticamente significativi. 
 
Proteina M NM p RL DF p 
RANKL 91% 54% <0.0005  72% 54% ns  
Osteocalcin 87% 69% ns  84% 64% 0.007  
MMP-2 82% 57% 0.009  72% 53% 0.01  
IL-6 81% 69% ns  84% 62% 0.003  
c-Fos 79% 54% 0.001  68% 52% ns  
MMP-9 66% 59% ns  65% 57% ns  
CAII 80% 48% 0.002  57% 52% ns  
TRAF6 75% 63% ns   72% 60% ns  
TGF-β 81% 60% ns  61% 56% ns  
FN 83% 59% ns  70% 59% ns  
IL-1α 84% 62% ns  54% 35% ns  
 
Tabella 10 - Distribuzione dell’over-espressione (score 4-5) di molecole analizzate 
con immunoistochimica su TMA nei diversi sottogruppi di TCG, M=metastatici, 
NM=non metastatici; RL=ricaduti localmente; DF=liberi da malattia. 
 
RANKL ha una distribuzione piuttosto omogenea, appare localizzato nel 
citoplasma delle cellule mononucleate e sulla membrana delle cellule giganti; 
MMP-2 e MMP-9 hanno mostrato una localizzazione sia a livello 
citoplasmatico delle cellule giganti che di spazio extracellulare; c-Fos è 
localizzato sia a livello nucleare che citoplasmatico nelle cellule giganti e nelle 
cellule mononucleate; IL-6, IL-1α e TGF-β sono uniformemente distribuite nel 
citoplasma delle diverse popolazioni cellulari; le proteine CAII e TRAF6 si 
trovano esclusivamente nel citoplasma delle cellule giganti mentre 
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Osteocalcina e FN si trovano sia a livello del citoplasma delle cellule 
mononucleate che nello spazio extracellulare. 
Abbiamo poi confrontato le curve di sopravvivenza libera da evento secondario 
(metastasi e recidiva locale) mediante il Log Rank Test in relazione 







da recidiva locale 
Log Rank p Log Rank p 
RANKL 16,0 <0,005 3,7 0,05 
Osteocalcin 2,3 ns 5,5 0,02 
MMP-2 4,6 0,033 4,4 0,037 
IL-6 1,2 ns 7,9 0,005 
c-Fos 4,9 0,028 3,6 ns 
MMP-9 0,2 ns 1,4 ns 
CAII 10,8 0,003 0,0 ns 
TRAF6 1,0 ns 2,2 ns 
TGF-β 2,7 ns 1,6 ns 
FN 3,0 ns 1,4 Ns 
Il-1α 2,1 ns 1,19 Ns 
 
Tabella 11 – Valori di Chi-quadrato e p relativi all’analisi di sopravvivenza libera da 
metastasi e recidiva locale mediante analisi Log Rank secondo Kaplan-Meier.  
 
 
La proteina MMP2 (Figura 17) appare essere significativamente legata sia alla 
comparsa dell’evento metastatico che alla comparsa della recidiva locale 
(Figura 18 A e B); RANKL, c-Fos e CAII (Figura 17) appaiono invece 
correlate esclusivamente alla comparsa delle metastasi (Figura 19 A, B e C), 
mentre Osteocalcin e IL-6 (Figura 17) sembrano essere collegate alla ricaduta 








Figura 17 – Analisi di Immunoistochimica, sezioni di TCG con anticorpi: anti MMP-






















Figura 18 – Curva di sopravvivenza libera da metastasi (A) e recidiva locale (B) in 
relazione all’immunoreattività di MMP2. 0-3 indica una scarsa positività, considerata 





















Figura 19 – Curva di sopravvivenza libera da metastasi in relazione 
all’immunoreattività di RANKL (A), c-Fos (B) e CAII (C). 0-3 indica una scarsa 














Figura 20 – Curva di sopravvivenza libera da recidiva locale in relazione 
all’immunoreattività di OC (Osteocalcin) (A) e IL-6 (B). 0-3 indica una scarsa 






Abbiamo quindi effettuato un’analisi multivariata di Cox sui parametri risultati 
significativi all’analisi univariata (overespressione di NF1B, RANK, RANKL, 







EXP (B)  95,0% CI 
p 
(Odds ratio) Inferiore Superiore 
RANK 0.264 0,06 1.158 0,08 
NF1B 10227.9 0.000 1.302E+078 0.9 
RANKL 0.741 0.361 1.523 0,415 
c-Fos 1.122 0.609 2.068 0,7 
CAII 1.608 0.759 3.407 0,2 
MMP-2 1.274 0.622 2.609 0,5 
Stadio 3 7.279 2.15 24.63 0,001 
 
Tabella 12 – Analisi multivariata di Cox in relazione al rischio metastatico 
considerando i parametri risultati significativi all’analisi univariata. 
 
 
L’unico parametro a risultare significativo è lo stadio 3; tuttavia, i valori di 
Odds Ratio e p relativi alla proteina NF1B, ed il fatto che nessuna proteina 
fosse risultata significativa nonostante l’alta significatività nell’analisi 
univariata, ci hanno suggerito la possibile presenza di correlazioni tra le 
proteine selezionate. 
Poiché 32 dei 33 metastatici presentava espressione di NF1B associata a 
RANKL o associata a RANK e RANKL, abbiamo ipotizzato che esistesse una 
forte correlazione proprio tra questi 3 fattori che all’analisi univariata 
presentavano un alto grado di significatività (p<0.001), abbiamo quindi 







RANK NFIB 0.799 <0.0005 
RANK RANKL 0.466 <0.0005 
RANKL NFIB 0.472 <0.0005 
 
Tabella 13 – Risultati dell’analisi non parametrica del Tau di Kendall in merito a 





I dati ottenuti confermano la presenza di una stretta correlazione tra RANK, 
RANKL e NF1B, in particolare tra RANK ed NF1B, abbiamo quindi studiato 
le possibili combinazioni in merito alla positività-negatività delle stesse ed 
abbiamo stimato i casi di metastatici ad esse associate. Abbiamo quindi 
suddiviso la popolazione in 3 gruppi, gruppo rischio zero, nel quale i pazienti 
mostrano positività verso al massimo una delle proteine selezionate, gruppo 
rischio 1, nel quale i pazienti mostrano positività verso almeno 2 proteine e 
gruppo rischio 2 nel quale i pazienti mostrano immunoreattività verso tutte le 
proteine.  
Abbiamo eseguito uno studio statistico della sopravvivenza libera da metastasi 
secondo Kaplan Meier e stimato la differenza tra le curve mediante il Log 
Rank test (analisi dei confronti a coppie) stabilendo che i pazienti appartenenti 
al gruppo rischio 2 hanno una maggiore tendenza alla ricaduta con metastasi 
















Rischio 0 - - 5,443 0,02 20,13 <0,0005 
Rischio 1 5,443 0,02 - - 5,67 0,01 
Rischio 2 20,13 <0,0005 5,67 0,01 - - 
 
Tabella 14 –Analisi dei confronti a coppie secondo Kaplan Meier (Log Rank Test). Il 
gruppo rischio 0 rappresenta i pazienti che mostrano positività verso al massimo una 
delle proteine selezionate, il gruppo rischio 1 si riferisce ai pazienti che presentano 
positività verso almeno due proteine, il gruppo rischio 2 definisce i pazienti che 







Figura 21 – Curva di sopravvivenza libera da metastasi nei diversi gruppi di 
popolazione: Rischio 0, Rischio 1 e Rischio2. 
 
Specificità e sensibilità di questo modello prognostico sono state valutate 




Figura 22 – Curva ROC, basata sul modello prognostico in base all’appartenenza del 






Area sotto la curva 
Intervallo di confidenza al 
95% asintotico 
Area Errore standard Sign. Asintotica Limite inf. Limite sup. 
0.782 0.039 <0.0005 0.686 0.839 
 
Tabella 15 – Valori dell’area sotto la curva in riferimento alla curva ROC stimata in 
base al modello che prevede la popolazione suddivisa in 3 gruppi di rischio.  
 
La curva suggerisce che il modello considerato è moderatamente accurato. utile 
quindi nell’individuare i soggetti a maggiore rischio di ricaduta metastatica; il 
modello indica quindi che una positività verso RANK, RANKL ed NF1B 
(pazienti appartenenti al gruppo rischio 2) sia un parametro altamente 
indicativo per una possibile ricaduta sistemica. 
 
 
Abbiamo infine effettuato l’analisi multivariata di Cox con i parametri risultati 
significativi all’analisi univariata in merito alla ricaduta locale (NF1B, RANK, 
Osteocalcin, MMP-2, IL-6) e la proteina NF1B ha mostrato valori significativi, 
pertanto risulta non solo essere correlata ad un potenziale metastatico ma anche 
ad un’aggressività locale (Tabella 16). 
 
Variabili 
EXP (B)  95,0% CI 
p 
(Odds ratio) Inferiore Superiore 
NF1B 3.57 1.91 6.66 <0.0005 
RANK 0.207 0.26 1.67 0.14 
Osteocalcin 1.445 0.66 3.14 0.35 
MMP-2 3.67 0.83 16.2 0.08 
IL-6 0.99 0.96 1.03 0.84 
 
Tabella 16 – Analisi multivariata di Cox in relazione alla ricaduta locale considerando 
i parametri risultati significativi all’analisi univariata. 
 
 
I 26 pazienti in trattamento con anticorpo monoclonale anti-RANKL RANK 
sono tutti di grado 3, pertanto abbiamo voluto studiare il probabile impatto di 
un inibitore dell’osteoclastogenesi sui livelli di espressione delle proteine 
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maggiormente coinvolte in questo processo (RANK, RANKL, NF1B, c-Fos, 
MMP-2 e CAII). Abbiamo quindi valutato l’intensità e la distribuzione della 
espressione di queste proteine nelle biopsie prelevate prima della 
somministrazione del trattamento, e nei campioni chirurgici post-trattamento.  
RANK risulta essere fortemente e uniformemente espresso nelle cellule giganti 
di tutte le 26 biopsie, ma diviene negativo nella totalità dei campioni post 
trattamento in quanto le cellule giganti scompaiono. La positività permane a 
livello della matrice ossea in neo-apposizione (Figura 23). 
NF1B nel 100% delle biopsie risulta espresso diffusamente, sia nei nuclei che 
nel citoplasma delle cellule tumorali in crescita e delle cellule giganti in fase 
attiva; in tutti i 26 campioni post trattamento questa positività tende a rimanere 
focalizzata nei nuclei delle cellule mononucleate (Figura 23). 
RANKL non mostra particolari differenze di espressione, in tutti i campioni 
pre-trattamento è diffusamente espresso, soprattutto localizzato nel citoplasma 
delle cellule mononucleate e negli spazi intracellulari che separano le 
popolazioni mononucleate dalle cellule giganti multinucleate; in tutti i 
campioni prelevati dopo il trattamento la positività si riduce in quanto una parte 
di popolazione (la popolazione di cellule tumorali) non è più presente e quindi 
viene secreta una minor quantità di RANKL (Figura 23). 
MMP-2 e CAII presenti con forte positività in tutte e 26 le biopsie dimostrano 
una riduzione di espressione nella totalità dei campioni prelevati dopo il 
trattamento (Figura 23). 
C-Fos fortemente espresso nelle 26 biopsie a livello delle cellule mononucleate 
e delle cellule giganti si riduce in tutte le sezioni chirurgiche dopo la 
somministrazione della terapia, in quanto non più presenti le cellule giganti 
(Figura 23). 
Dato lo scarso numero dei pazienti e l’esiguità delle informazioni cliniche in 
nostro possesso, non è stato possibile effettuare analisi statistiche ma solo studi 
osservazionali e che forniscono una preliminare indicazione di quello che 



















5 - Discussione 
 
In questo progetto è stata analizzata l’espressione di miRNA selezionati sulla 
base di studi effettuati nel Laboratorio di Oncologia Sperimentale dell’Istituto 
Ortopedico Rizzoli, in TCG a differente decorso clinico (localizzato, con 
recidiva locale, metastatico) al fine di validare il loro coinvolgimento non solo 
nella trasformazione neoplastica ma anche nella progressione della malattia a 
carattere prevalentemente benigno. 
Il TCG è caratterizzato dalla presenza di cellule giganti polinucleate derivate 
dalla serie monocito/macrofagica [9], da una popolazione mononucleata di 
forma rotondeggiante e da una popolazione di cellule mononucleate di forma 
fusata che costituisce il pattern tumorale. La localizzazione prediletta dal TCG 
è la meta-epifisi delle ossa lunghe [2].  
Da recenti studi è ormai accertato il coinvolgimento dei miRNA nei tessuti 
tumorali nei quali si osserva una loro espressione deregolata rispetto a pazienti 
sani e ciò comporta una variazione nella modulazione dei loro geni target i 
quali, per lo più, sono coinvolti in diversi pathway di segnalazione 
fondamentali per le cellule [84].  
Abbiamo dapprima effettuato un’analisi mediante microRNA Array 
identificando miRNA differenzialmente espressi tra pazienti metastatici e 
pazienti liberi da malattia; la successiva validazione degli stessi mediante 
tecnica di RealTime PCR ha confermato una differente espressione dei miRNA 
in pazienti metastatici e pazienti liberi da malattia sebbene con differenze 
rispetto alla precedente analisi in termini quantitativi, forse a causa della 
differente sensibilità delle due tecniche. 
Usando come normalizzatore il gene RNU44 e come calibratore un pool di 
linfociti sani, è stato calcolato il 2
-∆∆CT
 dei miRNA selezionati rivelando una 
minore espressione del miR-1, miR-934 e miR-136 nei pazienti metastatici 
rispetto ai non metastatici, mentre un risultato opposto è stato ottenuto per il 
miR-513a-5p e per il let-7a.  
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Il miR-1 sembra essere coinvolto in numerose neoplasie tra cui il sarcoma 
endometriale [96] ed il rabdomiosarcoma [97] che vedono una sua 
sottoregolazione rispetto al tessuto sano; questi risultati sono stati confermati 
anche da Novello C et al. negli osteosarcomi; approfondendo questo risultato è 
emersa la proprietà anti-proliferativa del miR-1 il quale induce un blocco a 
livello del check-point G1/S [98].  
Il let-7a risulta essere altamente conservato in diverse specie ed il suo nome 
deriva dal fatto che larve mutanti per tale miRNA mostravano un fenotipo 
letale [99]. È considerato un soppressore tumorale e uno dei suoi ruoli è 
proprio la soppressione della proteina oncogenica RAS. Presenta anche altri 
target per lo più coinvolti nella differenziazione di alcune linee cellulari. Data 
l’attività che svolge non è dunque strano osservare una sua sottoregolazione in 
diversi tipi di tumore e, di conseguenza, un’espressione aumentata della 
proteina RAS [100].  
Il miR-513a-5p invece mostra un’azione pro-apoptotica [101] e viene regolato 
dal TNFα; per quanto riguarda il miR-934 non sono stati ancora scoperti i 
possibili ruoli.  
Il miR-136 risulta essere overespresso nei tumori polmonari murini [102]. Uno 
dei suoi target è il soppressore tumorale PTEN [103] e ciò farebbe pensare ad 
un suo ruolo nello sviluppo e/o progressione tumorale; al contrario, nelle 
cellule di glioma umano potrebbe svolgere un’attività di soppressione del 
tumore inducendo un effetto pro-apoptotico andando a bersagliare due geni 
antiapoptotici quali AEG-1 e Bcl-2. In questo tumore il miR-136 risulta essere 
di fatto down-regolato e, di contro, si ha una overespressione di Bcl-2 la quale 
inibisce l’apoptosi [104].  
Nel presente studio abbiamo posto la nostra attenzione proprio su quest’ultimo 
miRNA in quanto il test non parametrico di Mann-Whitney, eseguito sui dati 
ottenuti mediante RealTime PCR tra il gruppo metastatico e quello non 
metastatico, ha evidenziato una differenza statisticamente significativa 
(p=0.04) (Tabella 8). È comunque da sottolineare che anche il miR-1, il miR-
934 e il miR-513a-5p presentano differenze importanti di espressione tra i due 
gruppi, anche se non raggiungono la significatività statistica a causa della rarità 
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dei casi metastatici (3-5% del totale), in un tumore ad aggressività 
prevalentemente locale come il TCG.  
Per meglio approfondire il ruolo del miR-136, la sua espressione è stata 
confrontata con un gruppo di 6 campioni di osso normale, proveniente da 
pazienti non oncologici. L’analisi di RealTime PCR ha evidenziato una 
maggiore espressione nel gruppo dei pazienti sani rispetto ai pazienti con TCG 
sia metastatico che non metastatico e questa differenza è risultata essere 
significativa (Kruskal Wallis test; p=0.001) suggerendo un suo coinvolgimento 
nella comparsa della malattia. Mediante l’utilizzo di un software 
bioinformatico quale TargetScan, e grazie a precedenti studi svolti nel 
laboratorio di Oncologia Sperimentale riguardante il profilo di espressione 
genica in pazienti affetti da TCG a diverso decorso clinico [105-107], abbiamo 
individuato due target del miR-136: l’NF1B ed il RANK. Il ruolo di NF1B 
nello sviluppo e nella progressione di vari tumori è stato trattato in vari studi. 
Risulta essere un target per il tumore al seno negativo verso il recettore degli 
estrogeni [108]. Questa proteina regola la vitalità e proliferazione cellulare 
durante la trasformazione tumorale e funziona da oncogene nel carcinoma 
polmonare a piccole cellule (SCLC) [109]. Una sua maggiore espressione è 
frequentemente rilevata nelle metastasi dell’SLCL presenti nei linfonodi e nel 
fegato nel modello murino. Il silenziamento del gene NF1B nel cancro al seno 
riduce la proliferazione cellulare ed esalta la via di segnalazione apoptotica 
dimostrando così il ruolo di tale proteina nello sviluppo e progressione di 
questo tipo di tumore [108].  
RANK appartiene alla famiglia dei Tumor Necrosis Factor (TNF) ed è 
coinvolto nei processi di osteoclastogenesi; una volta che viene legato dal suo 
unico ligando, RANKL, permette l’attivazione e la maturazione degli 
osteoclasti con conseguente erosione della matrice extracellulare. Quest’ultima, 
in risposta alla lesione, rilascia fattori quali interleuchine, in particolare modo 
l’IL-1α e l’IL-6 [69], e fattori di crescita tra i quali il TGF-β [70] che a loro 
volta stimolano la differenziazione degli osteoblasti i quali producono 
RANKL. In tal modo si ha un’amplificazione dell’attivazione di RANK. Nel 
tessuto sano questa via di distruzione ossea fa parte del normale turnover dove 
viene bilanciata dal pathway mediato da OPG che legandosi a RANKL ne 
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impedisce il legame con RANK. Nei pazienti affetti da TCG le cellule stromali 
sovraesprimono RANKL alterando il normale equilibrio RANKL/RANK/OPG 
con conseguente aumento del riassorbimento osseo che si traduce in una 
marcata osteolisi che è tipica di questo tumore.  
Dato il coinvolgimento delle proteine RANK ed NF1B in diverse neoplasie 
abbiamo studiato i livelli di espressione delle stesse sia a livello di trascritto 
primario (mRNA) che a livello proteico ampliando la casistica che comprende 
pazienti con ricaduta metastatica e/o locale e pazienti con sopravvivenza libera 
da eventi secondari. 
Nonostante l’Istituto Ortopedico Rizzoli disponga di una delle più ampie 
casistiche di TCG metastatici a livello mondiale il numero di pazienti che 
presenta metastasi è logicamente molto ridotto. Abbiamo eseguito una 
validazione di questi target del miR-136 mediante RealTime PCR su 6 
campioni di tessuto metastatico e 14 non metastatici (tabella 1).  
L’analisi dell’espressione del gene NF1B ha dimostrato in tutti i casi studiati 
aumentati valori rispetto al calibratore e una più alta espressione nei pazienti 
ricaduti, con metastasi e/o con recidiva locale, rispetto ai pazienti con 
sopravvivenza libera da eventi. Questo dato conferma non solo NF1B come 
target di miR-136 ma anche il suo probabile ruolo nel promuovere il potenziale 
aggressivo del TCG.  
RANK presenta una marcata overespressione in tutti i campioni tumorali 
analizzati con valori molto alti rispetto al valore del calibratore. Quando 
abbiamo suddiviso i pazienti in base al decorso della malattia abbiamo 
dimostrato che i pazienti con recidiva locale presentano livelli di RANK più 
alti rispetto ai pazienti liberi da eventi, mentre i pazienti metastatici hanno 
valori lievemente inferiori rispetto a quelli non metastatici. Questo potrebbe far 
pensare che RANK abbia un maggior coinvolgimento nei meccanismi di 
aggressività locale che non nello sviluppo di metastasi polmonari.  
Tuttavia quando è stata valutata l’espressione dei loro prodotti proteici, 
mediante analisi di Western Blot sui 10 campioni di partenza (5 metastatici e 5 
non metastatici) e su 5 campioni di osso provenienti da pazienti non 
oncologici, non solo entrambe le proteine RANK e NF1B sono risultate 
maggiormente espresse nei pazienti con TCG rispetto ai sani, ma anche nei 
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metastatici rispetto ai non metastatici, confermando quindi i risultati ottenuti 
con la RealTime PCR. 
Il miR-136, maggiormente espresso nei sani avrebbe dunque un ruolo nel 
ridurre l’espressione e la funzione dei prodotti proteici dei geni target, al 
contrario, la maggiore espressione di RANK e NF1B nei pazienti metastatici 
conferma quindi il loro coinvolgimento nella progressione della malattia.  
Per verificare il possibile ruolo prognostico di queste proteine target è stata 
eseguita un’analisi di immunoistochimica su Tissue Microarray (TMA) 
ampliando così la casistica a 163 pazienti. Sfruttando tale tecnica è stato 
possibile visionare una serie di proteine strettamente associate a RANK e a 
NF1B che hanno un ruolo fondamentale nei pathway di segnalazione in cui 
sono coinvolte. In particolare, RANKL rappresenta il ligando di RANK e il 
loro legame attiva TRAF6 [55] che a sua volta, mediante l’attivazione di 
diverse vie di segnalazione, innesca il processo di osteoclastogenesi [66]. La 
distruzione della matrice ossea mediata dall’attività di MMP-2, MMP-9 [40] e 
CAII [110] porta alla liberazione di molecole solubili quali IL-6 e Osteocalcina 
che alterano ulteriormente il rimodellamento osseo. 
Nel presente lavoro RANK, NFIB e MMP-2 risultano essere più 
frequentemente espresse nei pazienti ricaduti sia con metastasi polmonare che 
con recidiva locale rispetto a coloro che sono liberi da eventi e quindi 
sembrano avere un ruolo prognostico nella aggressività tumorale sia locale che 
sistemica; RANKL, c-Fos e CAII risultano maggiormente associati alla 
comparsa dell’evento metastatico mentre la frequenza di espressione di IL-6 e 
OC è significativamente maggiore nei pazienti con recidive locale rispetto ai 
non ricaduti piuttosto che nei metastatici rispetto ai non metastatici, limitando 
un potenziale ruolo prognostico alle recidive locali. Le altre proteine studiate, 
seppur frequentemente espresse nei tessuti provenienti dai pazienti ricaduti sia 
con recidiva locale che con metastasi, non sembrano avere ruoli decisivi nella 
progressione metastatica o nella comparsa di recidive locali. 
Attraverso l’analisi multivariata di Cox non è stato possibile stabilire un 
modello prognostico utile a predire la comparsa delle metastasi poiché risultava 
significativo solo lo stadio 3 del tumore. Tuttavia l’alta significatività 
dimostrata da RANK, NF1B e RANKL nell’analisi univariata ci ha suggerito 
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una loro possibile stretta correlazione che abbiamo dimostrato calcolando il 
coefficiente Tau di Kendall (RANK vs RANKL tau = 0.466; RANK vs NF1B    
tau = 0.799; RANKL vs NF1B  tau = 0.472).  
Poiché l’84% dei pazienti metastatici dimostra avere forte positività verso tutte 
le 3 proteine e il 58% verso almeno 2 di esse, abbiamo stimato una differenza 
di sopravvivenza libera da ricaduta in termini di metastasi con analisi di Kaplan 
Meier e Log Rank che è risultata significativa, dimostrando una peggiore 
prognosi per i pazienti che mostrano over-espressione verso RANK, RANKL 
ed NF1B. Questo modello prognostico, è stato confermato mediante la curva di 
ROC (Area: 0.782; 95% CI = 0.686 – 0.839; p<0.0005), ed indica che i 
pazienti positivi per le 3 proteine hanno una minor sopravvivenza libera da 
metastasi. 
NF1B risulta essere l’unica proteina significativa all’analisi multivariata di Cox 
in grado di predire anche una possibile ricaduta locale, confermando un suo 
ruolo centrale nell’aggressività del tumore. 
RANK, NF1B, MMP-2, c-Fos e CAII sono state studiate, in termini di 
espressione proteica, su una serie di campioni ottenuti da 26 pazienti in 
trattamento con un anticorpo monoclonale anti-osteolitico; le proteine sono 
state valutate nel tessuto bioptico, prelevato prima della somministrazione del 
trattamento, e nei campioni chirurgici degli stessi pazienti dopo un periodo di 
trattamento. L’anticorpo monoclonale in questione è in grado di ridurre 
massivamente la presenza delle cellule giganti, infatti proteine recettoriali 
peculiari della superficie delle cellule giganti come RANK, o proteine che si 
trovano solo nel citoplasma delle stesse cellule come CAII e MMP-2 
divengono negative nei campioni prelevati dopo la somministrazione del 
trattamento. NF1B e c-fos, uniformemente presenti nel nucleo e nel citoplasma 
delle cellule mononucleate e giganti, dopo la terapia permangono nel nucleo 
delle cellule mononucleate. Al contrario RANKL non dimostra avere evidenti 
cambiamenti di espressione. 
Questi risultati potrebbero essere estremamente utili al clinico per definire una 
potenziale prognosi di ricaduta locale e metastatica del paziente con TCG, 
sembrano inoltre essere utili come marcatori di andamento terapeutico. 
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